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I. Généralités 

La mort cellulaire est avant tout un processus physiologique. Elle est indispensable à de 
nombreuses activités de l’organisme. Ainsi, au cours du développement, elle permet le 
façonnement de certains organes1 de même que l’élimination de cellules immunitaires auto-
réactives2. Chez l’adulte, elle est indispensable au renouvellement des tissus où les cellules les 
plus anciennes sont remplacées par des cellules nouvellement formées3. Toutefois, lorsqu’elle 
survient en excès suite à une agression, elle peut comporter de nombreuses conséquences 
pathologiques. Par exemple, l’ischémie cérébrale s’accompagne d’une libération synaptique 
massive de glutamate qui provoque la mort des neurones au terme d’une cascade 
d’évènements biochimiques appelée excitotoxicité4. Un autre exemple est le diabète de type I, 
ou diabète juvénile, qui est la conséquence de la perte des cellules β des îlots de Langerhans 
du pancréas. A l’inverse, un défaut de mort cellulaire peut également contribuer au 
développement d’affections dysimmunitaires ou tumorales5;6. 

Deux mécanismes principaux de mort cellulaire sont habituellement décrits, l’apoptose et la 
nécrose. L’apoptose, décrite par Kerr en 1972, correspond à une mort caractérisée 
morphologiquement par une condensation nucléaire, une contraction puis une fragmentation 
de la cellule en vésicules appelées corps apoptotiques7. Son exécution requiert une 
consommation d’ATP et une synthèse protéique. Au sein des tissus, les corps apoptotiques 
sont phagocytés par les cellules avoisinantes. A l’échelon moléculaire, de nombreuses 
cascades biochimiques peuvent être responsables de la mort par apoptose. En ce qui concerne 
la nécrose, elle est généralement décrite comme une perte de l’homéostasie ionique et 
implique la survenue d’un afflux massif de calcium vers le cytosol. L’activation de 
nombreuses protéases et nucléases dépendantes du calcium contribue à la dégradation 
cellulaire. La morphologie des cellules en nécrose est très différente de celle des cellules en 
apoptose et se caractérise par un œdème cellulaire suivi d’une rupture de la membrane 
plasmique (Figure 1). Dans le tissu qui en est le siège, cette lyse déclenche une réaction 
inflammatoire8. 
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A l’heure actuelle, de nombreux auteurs pensent qu’opposer mort cellulaire par nécrose et 
mort par apoptose est arbitraire et inutile. Ils considèrent ces deux mécanismes comme les 
extrémités d’un continuum9;10. 

L’apoptose a initialement été décrite 
comme le mécanisme de la mort 
cellulaire physiologique, et la nécrose 
comme caractéristique des situations 
pathologiques.  Cette conception est  
cependant simpliste. La mort cellulaire 
physiologique, également appelée mort 
cellulaire programmée, et la mort 
cellulaire par agression peuvent 
présenter des caractéristiques 
nécrotiques ou apoptotiques selon le 
type cellulaire et les circonstances au 
cours desquelles elles surviennent. 
Ainsi, pendant le développement de 
l’organisme, les exemples de mort 
cellulaire physiologique par nécrose ne 
sont pas rares1, tout comme il est 
fréquent qu’une cellule présente toutes 
les caractéristiques d’une mort 
apoptotique dans un tissu ischémié11. 
La distinction entre la mort cellulaire 
« physiologique ou programmée » et la 
mort cellulaire « accidentelle ou par 
agression », ne permet donc pas de 

préjuger des mécanismes biochimiques en cause12. 

Ce premier chapitre est consacré à la description des principaux mécanismes biochimiques 
pouvant conduire à la mort cellulaire par apoptose et par nécrose. 

II. La mort cellulaire par apoptose 

II.1. Introduction 

La mort cellulaire par apoptose est un phénomène extrêmement complexe et régulé qui 
aboutit in fine à la condensation du  noyau et à la fragmentation de la cellule en corps 
apoptotiques. Elle peut être déclenchée de façon génétiquement programmée comme c’est le 
cas au cours du développement, ou par la perception d’un signal de mort au niveau d’un 
organite ou d’un récepteur cellulaire. Plusieurs cascades d’événements biochimiques mènent à 
l’apoptose. Elles sont recrutées de manière différentielle ou complémentaire en fonction du 
stimulus déclencheur, des conditions environnantes et du type cellulaire. Les paragraphes 

Figure 1: Représentation schématique de l'apoptose et de 

la nécrose. D'après M. Raffray et G.M. Cohen, 

Pharmacology & Therapeutics, 1997. 
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Figure 2: Schéma général des voies d'activation des 

caspases.  D'après M.G. Grütter,  Current opinion in 

structural biology, 2000. 

suivants sont consacrés à la description des principaux acteurs des cascades apoptotiques et de 
leurs mécanismes d’activation. 

II.2. Les caspases 

II.2.1. Structure moléculaire et mécanisme d’activation 

Les caspases sont des enzymes appartenant à la famille des cystéine aspartate protéases qui 
jouent un rôle prépondérant au cours de nombreux processus apoptotiques. Le site de clivage 
au niveau duquel ils opèrent est très spécifique. Il est précédé par un résidu aspartate et une 
séquence de reconnaissance d’au moins quatre acides aminés situés sur son extrémité amino-
terminale13. Dans le cytosol des cellules vivantes, les caspases sont présentes sous la forme de 

pro-enzymes dont le poids moléculaire 
est d’environ 50 kDa. La structure 
moléculaire de ces pro-enzymes 
comprend un pro-domaine, situé à 
l’extrémité amino-terminale, une grande 
sous-unité (~20 kDa) et une petite sous-
unité (~10 kDa)14. L’activation des 
caspases commence par un clivage 
protéolytique de ces trois domaines. La 
grande et la petite sous-unités forment 
ensuite un hétérodimère qui possède 
l’activité catalytique. 

On distingue généralement deux groupes 
de caspases, les caspases initiatrices 
(caspases-8, -9 et -12) et les caspases 
effectrices (caspases-3, -6 et -7). Le 
mécanisme d’activation des caspases 

initiatrices est complexe. Il fait généralement intervenir un cofacteur qui joue le rôle de « pont 
moléculaire » entre la perception du signal de mort au niveau d’un organite ou d’un récepteur 
et l’activation de la caspase. La fixation de plusieurs molécules de pro-caspase au niveau du 
cofacteur crée une élévation de la concentration locale en pro-enzyme et permet son activation 
par autocatalyse15.  Les mécanismes précis d’activation des différentes caspases initiatrices 
sont détaillés plus loin(II.3-4). La figure 2 résume les caractéristiques des trois principales 
voies d’activation de ces caspases. La caspase 8 est activée par les « récepteurs de mort » 
situés au niveau de la membrane plasmique16. L’activation de la caspase 9 est consécutive à la 
libération dans le cytosol de facteurs pro-apoptotiques normalement confinés dans l’espace 
intermembranaire de la mitochondrie17. Enfin, l’activation de la caspase 12 fait suite à un 
stress du réticulum endoplasmique, c'est-à-dire à l’accumulation anormale de calcium ou de 
protéines anormales dans cet organite18. Les caspases initiatrices activent ensuite les caspases 
effectrices qui dégradent les constituants cellulaires et provoquent la mort. 



Introduction aux mécanismes de la mort cellulaire 

- I/9 - 

II.2.2. Régulation de l’activité des caspases 

Plusieurs facteurs régulent l’activation et l’activité des caspases et participent ainsi au 
contrôle de la mort et de la survie cellulaire. 

II.2.2.1. Régulation de la transcription des gènes codant les caspases 

L’activation des caspases peut tout d’abord être modulée au niveau transcriptionnel. En effet, 
dans un organisme, toutes les cellules n’expriment pas les pro-enzymes de la famille des 
caspases avec la même intensité. On peut donc imaginer que plus le niveau d’expression est 
faible, moins les cellules sont sensibles aux inducteurs de l’apoptose, l’inverse étant 
également vrai. 

Ainsi, des cytokines, dont certains interférons, peuvent réguler le niveau de transcription des 
gènes qui codent les caspases. L’interféron gamma augmentent en effet l’expression des gènes 
qui codent les pro-caspases-8 et -419 et sensibilise donc les cellules à l’apoptose. Ce 
mécanisme participe probablement à son activité anti-tumorale20. Par contre, certains 
neuroblastomes sont déficients en caspase-820;21. Ce déficit en activité caspase contribue à 
leur malignité. 

II.2.2.2. Régulation de l’activité des caspases par des modifications post-traductionnelles 

L’activité des caspases peut également dépendre de modifications post-traductionnelles, 
comme des phosphorylations. Ceci a été démontré pour la protéine kinase B/Akt22 et pour la 
protéine p38-mitogen-activated-protein-kinase (p38-MAPK)23 qui phosphorylent les 
caspases-3 et -8 et inhibent ainsi leur activité. 

II.2.2.3. Les inhibiteurs des protéines apoptotiques 

Enfin, il existe des inhibiteurs physiologiques des caspases. Ces protéines, appelées IAPs 
(Inhibitors of Apoptosis Proteins), bloquent la cascade des caspases dans les cellules. Les 
gènes qui codent pour ces protéines ont initialement été identifiés dans le génome des 
baculovirus. Les IAPs facilitent en effet leur propagation en inhibant la réponse apoptotique 
de la cellule hôte à l’invasion virale15. Les IAPs agissent principalement en inhibant l’activité 
catalytique des caspases-3 et -7 activées. Par contre, elles agissent différemment au niveau de 
la caspase-9 : en se liant à la pro-caspase, elles en empêchent l’activation24;25. 

II.2.3. Fonctions des caspases effectrices 
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Les caspases effectrices, lorsqu’elles sont activées, procèdent à la protéolyse de très 
nombreuses protéines. Certains de ces clivages sont responsables des caractéristiques 
morphologiques typiques de la mort apoptotique. A l’heure actuelle, plus de 280 protéines ont 
été identifiées en tant que substrat des caspases. Toutefois, le clivage de ces substrats n’est pas 
constant d’un type cellulaire à l’autre et n’est pas nécessairement conservé entre les espèces. 
En outre, bon nombre d’entre eux n’ont vraisemblablement aucun rapport avec l’apoptose et 
les conséquences de leur clivage ne sont pas connues26. Nous ne mentionnerons ici que les 
substrats dont le rôle est fondamental dans l’exécution des processus apoptotiques : 

1. La protéine ICAD/DFF45 (Inhibitor 

of caspase activated DNase/DNA 

Fragmentation Factor 45kDa) est une 

protéine de 45 kDa. Dans le cytosol 

des cellules vivantes, elle est liée à la 

nucléase CAD/DDF40(Caspase 

Activated DNase/DNA Fragmentation 

Factor 40 kDa)27. La caspase-3 activée 

clive la protéine ICAD en trois 

fragments, ce qui provoque la 

libération de la nucléase CAD. CAD 

migre alors vers le noyau et y forme des oligomères capables de dégrader l’ADN 

(Figure 3) 28. L’activité nucléase de CAD s’exerce sélectivement au niveau de l’ADN 

internucléosomique où il reconnaît un groupe de protéines (High Mobility Group 

Protein-1, -2 et 14 ainsi que Histone H1)29;30. Sachant qu’un nucléosome comprend 

une séquence d’ADN de 180 paires de bases, la fragmentation de l’ADN observée en 

présence de CAD active conduit à la formation de fragments dont la taille est un 

multiple de 180 pb. 

2. Les caspases clivent également de nombreuses protéines nucléaires dont l’ADN 

polymérase ε, le facteur de réplication RFC140, PARP-1 (Poly-ADP ribose 

polymérase), ATM (Ataxia Telangectasia Mutated Protein) et la DNA PK (DNA 

dependent Protein Kinase). La plupart de ces protéines sont des enzymes de synthèse 

et de réparation de l’ADN26. 

3. De nombreuses protéines du cytosquelette sont aussi dégradées par les caspases. 

Cette dégradation contribue probablement aux modifications de l’architecture 

cellulaire observées lors de l’apoptose. On peut citer l’actine, la fodrine, la 

Figure 3: Clivage du DFF45 par la caspase 3 

active et libération de la nucléase DFF40. D'après 

Nagata et col., Exp. Cell Res., 2000. 
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cytokératine, la gelsoline, la tubuline et la vimentine mais cette liste n’est pas 

exhaustive26. 

4. Parmi les autres substrats des caspases, on retrouve enfin des récepteurs membranaires 

et des protéines d’adhésion, des protéines impliquées dans la transduction du signal, la 

régulation du cycle cellulaire, la transcription des gènes et la traduction des ARN 

messagers (revu par Fischer et coll.) 31. 

II.3. L’activation de l’apoptose par les récepteurs de mort 
membranaires 

Parmi les voies d’activation de l’apoptose, celle des récepteurs de mort, ou voie extrinsèque, 
est l’une des plus classiques. 32. Les récepteurs de mort appartiennent à la superfamille des 
récepteurs au TNF. Cette superfamille comprend trois groupes de récepteurs qui diffèrent par 
la nature de leur région intracellulaire : 

1. Les récepteurs du premier groupe sont caractérisés par l’existence d’un domaine de 

mort (Death Domain ou DD) au niveau de leur portion intracellulaire. Il s’agit des 

récepteurs TNFR, FAS/CD95, DR3/TRAMP, DR4/TRAILR1, DR5/TRAILR2 et 

DR6. Ce sont les récepteurs de ce groupe qui sont communément appelés récepteurs 

de mort (Death Receptor ou DR)33. 

2. Les récepteurs du deuxième groupe ont une portion intracellulaire qui contient un 

domaine TIM (TRAF Interacting Motif) qui leur permet d’interagir avec la protéine 

adaptatrice TRAF (TNF Receptor Associated Factor). Il s’agit des récepteurs TNFR-2, 

CD40, CD30 et p75NGFR C’est par leur interaction avec la protéine adaptatrice 

TRAF que les récepteurs de ce groupe sont capables d’activer différentes voies de 

signalisation intracellulaire : c-Jun-N-terminal Kinase, P38 Mitogen Activated protein 

Kinase, PI3kinase…34 Certaines de ces voies sont envisagées plus loin. Les effets 

biologiques qui résultent de leur activation sont variables : apoptose, prolifération et 

différenciation cellulaire. 

3.  Les récepteurs du troisième groupe ne possèdent pas de domaine intracellulaire 

fonctionnel. Ils sont pour cette raison appelés Decoy Receptor. Ils n’ont pas d’effet 

biologique propre. Leur fonction semble régulatrice, en modulant la quantité de ligand 

disponible pour interagir avec les récepteurs actifs. Il s’agit, entre autres, des 

récepteurs TRAIL-R3, TRAIL-R4 et DC R332. 
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Dans cette introduction, nous nous limiterons à décrire la voie de signalisation des récepteurs 
de mort. Ces récepteurs partagent un mécanisme commun de transduction du signal. En 
présence de leur ligand, ils se trimérisent et fixent ensuite une protéine adaptatrice au niveau 
de leur domaine intracellulaire. Cette protéine adaptatrice active les mécanismes effecteurs de 
la signalisation, c’est-à-dire la cascade des caspases. L’ensemble constitué par le récepteur, la 
protéine adaptatrice et la pro-caspase forme une unité appelée DISC (Death Inducing 
Signaling Complex). 

La signalisation du récepteur 
FAS est bien connue et 
représentée sur la figure 4. Le 
ligand de FAS (FAS ligand) 
induit d’abord la 
trimérisation du récepteur 
FAS, puis la liaison de la 
protéine adaptatrice FADD 
(Fas Associated Death 
Domain) grâce à une 
interaction entre le DD de la 
partie cytosolique de FAS et 
celui de la protéine FADD. A 
l’autre extrémité, FADD peut 
recruter des molécules de 
pro-caspase-8 ou -10 car son 
DED (Death Effector 
Domain) peut lier celui de la 
pro-caspase. La formation du 
DISC initiée par la 
signalisation du récepteur 
FAS provoque donc le 
rapprochement de plusieurs 
molécules de pro-caspase-8. 
Leur activation en caspase 8 
se fait par autocatalyse 16. 
D’autres protéines (non 

représentées sur la figure 4) peuvent être recrutées au niveau du DISC. Elles activent des 
voies de signalisation intracellulaire différentes des caspases. Par exemple, la protéine DAXX 
(Death Associated Protein) peut se lier au DD de FAS et y recruter ASK1 (Apoptosis Signal 
regulatory Kinase 1), ce qui active la voie JNK (c-Jun-N-terminal Kinase), une cascade de 
kinases dont l'activation contribue généralement à créer un environnement pro-apoptotique33. 

La voie de signalisation du récepteur au TNF est proche de celle du récepteur FAS, mais 
comporte une étape supplémentaire. Le DD du TNFR interagit avec le DD d’une protéine 

Figure 4: Illustration de la signalisation des récepteurs de mort. Les 

récepteurs sont représentés sous forme trimérique. A gauche, les 

récepteurs tronqués.  Au centre, le récepteur FAS. A droite, le 

récepteu au TNF. Explications dans le texte. D'après Dempsey, 

Cytokines&Growth Factors, 2003. 
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adaptatrice TRADD (TNF Associated Receptor Death Domain). Le DD de TRADD s’associe 
ensuite avec celui de FADD. FADD est alors capable d’activer la pro-caspase-8. D’autre part, 
TRADD peut aussi interagir avec TRAF1, TRAF2 (Tumor Necrosis Factor Receptor 
Associated Factor) et RIP (Receptor Interacting Protein) et conduire à l’activation du facteur 
de transcription NF-κB et de la kinase JNK34. Ces voies de signalisation sortent largement du 
cadre de notre travail et nous ne les détaillerons pas ici. Elles concernent principalement le 
système immunitaire et jouent un rôle dans l’activation de la réponse inflammatoire. 

Enfin, plusieurs facteurs peuvent réguler l’activation de la caspase-8 au niveau du DISC. 
Nous avons déjà mentionné que l'expression de récepteurs tronqués comme le DcR3 
amoindrit la quantité de FAS ligand effectivement disponible pour fixer le récepteur Fas actif. 
Certaines isoformes de la protéine kinase C, dont la PKCζ  peuvent phosphoryler FADD, et 
de cette façon, inhiber la formation du DISC. Enfin, certaines protéines analogues à la pro-
caspase-8 comme FLIP (FLICE Like Inhibitory Protein) peuvent réduire son activation en 
formant avec la caspase-8 elle-même un hétéro-dimère inactif35. 

II.4. L’activation de l’apoptose par 
la mitochondrie 

La mitochondrie est actuellement considérée 
comme un élément essentiel dans la régulation 
et l’exécution de nombreux processus 
apoptotiques36. Elle est aussi le site de la 
respiration cellulaire et de la production 
d’ATP17. D’un point de vue structural, cet 
organite est délimité par deux membranes. La 
membrane mitochondriale externe la sépare du 
cytosol. En dedans, la membrane 
mitochondriale interne délimite un espace 
appelé matrice. Sa surface est beaucoup plus 
importante parce qu’elle présente de nombreux 
replis. L’espace situé entre les deux 
membranes porte le nom d’espace 
intermembranaire et joue un rôle clé dans 

l’apoptose. 

II.4.1. Les facteurs pro-apoptotiques d’origine mitochondriale 

Dans certaines conditions que nous détaillerons plus loin, la mitochondrie libère dans le 
cytosol des facteurs, dit « pro-apoptotiques », qui sont normalement confinés dans l’espace 
intermembranaire. Ces facteurs sont souvent regroupés sous le terme générique de SIMPs 
(Soluble Intermembrane Mitochondrial Proteins). Ils jouent un rôle dans l’initiation et dans 
l’exécution de l’apoptose. Les plus importants d’entre eux sont : le cytochrome c, l’AIF 

Figure 5: Fonctions des facteurs pro-apoptotiques 

d'origine mitochondriale. D'après L. Ravagnan, 

Journal of cell science, 2002. 
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(Apoptosis Inducing Factor), la protéine SMAC/DIABLO (Second Mitochondrial Activator of 
Caspase), l’endonucléase G et la protéine HtrA2/OMI37(Figure 5). 

II.4.1.1. Le cytochrome c  

Il s’agit du premier facteur pro-apoptotique d’origine mitochondriale à avoir été identifié. 
Lorsqu’il est libéré dans le cytosol, il se lie à une protéine adaptatrice appelée Apaf-1 
(Apoptosis Activation Factor-1). En présence d’ATP, cette liaison démasque des domaines 
protéiques d’Apaf-1 appelés CARD (Caspase Recruitment Domain). Les domaines CARD 
d’Apaf-1 peuvent alors interagir avec des domaines CARD homologues situés sur le pro-
domaine de la pro-caspase-9 et la recruter pour former un complexe protéique, 
l’apoptosome38. La liaison de la caspase-9 au niveau de l’apoptosome provoque son 
activation. Les premières caspases-9 activées peuvent ensuite activer d’autres molécules de 
pro-caspase-9 et -3 situées à proximité39;40. La formation de l’apoptosome conduit donc à 
l’activation de la cascade des caspases. 

II.4.1.2. L’AIF (Apoptosis Inducing Factor) 

L’AIF peut également être libéré par la mitochondrie au cours de l’apoptose. Il migre alors 
vers le noyau où il induit une dégradation de l’ADN en volumineux fragments (~50 kb) ainsi 
qu’une condensation de la chromatine. L’AIF est phylogénétiquement dérivé des 
flavoprotéines et possède une activité NADH oxydase et glutathion réductase41. Cependant, la 
manière dont il agit au niveau nucléaire n’est, à l’heure actuelle, pas connue chez les 
mammifères. Il est probable que son activité nucléasique n’apparaisse qu’après l’interaction 
avec une protéine nucléaire qui doit encore être identifiée chez les mammifères42. Chez 
Caenorhabditis Elegans, on sait par contre que l’AIF coopère avec l’endonucléase G pour 
induire la dégradation du noyau43. Il est possible que la libération de l’AIF dans le noyau 
puisse induire l’apoptose sans aucune participation des caspases44. Bien que de tels exemples 
aient été rapportés, la relation entre l’AIF et les autres acteurs de l’apoptose, en particulier les 
caspases, est plus complexe41. En effet, bien que l’AIF et les caspases puissent agir de façon 
indépendante, ils peuvent également coopérer pour induire la mort cellulaire45. 

II.4.1.3. HtrA2/OMI et smac (Second Mitochondrial Activator of Caspases)/DIABLO 

Chez l’homme, la protéine smac est exprimée dans la plupart des tissus. DIABLO est son 
homologue murin. La protéine HtrA2/OMI est une sérine protéase dont la fonction 
mitochondriale propre n’est pas encore connue. Lorsque la membrane mitochondriale est 
perméabilisée, ces deux protéines sont libérées dans le cytosol où elles interagissent avec les 
IAPs et les empêchent d’inhiber les caspases43. 

Toutefois, l’interaction entre IAPs et smac/DIABLO n’est pas à sens unique. En effet, les 
IAPs possèdent un domaine RING qui permet la liaison à l’ubiquitine. Dès lors, lorsque 
smac/DIABLO est lié aux IAPs, il peut être dégradé par le protéasome, ce qui tend à 
maintenir un environnement anti-apoptotique46. 
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II.4.1.4. L’endonucléase G 

L’endonucléase G une protéine de 33 kDa qui joue un rôle important dans la réparation et la 
réplication de l’ADN mitochondrial43. Suite à une augmentation de la perméabilité de la 
membrane mitochondriale externe, l’endonucléase G peut migrer vers le noyau. Elle semble 
capable de s’y associer avec d’autres DNAses pour procéder à la dégradation de l’ADN47. 

II.4.2. La perméabilisation de la membrane mitochondriale 

Le passage de facteurs pro-apoptotiques de l’espace intermembranaire vers le cytosol 
nécessite une augmentation de la perméabilité de la membrane mitochondriale externe. Cette 
perméabilisation peut être obtenue de diverses façons selon le type cellulaire concerné et le 
stimulus déclenchant l’apoptose. 

II.4.2.1. Perméabilisation sélective de la membrane mitochondriale externe 

La membrane mitochondriale externe joue un rôle essentiel dans la survie de la cellule en 
permettant la séquestration des facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux dans l’espace 
intermembranaire. Elle contient de nombreuses protéines aux fonctions diverses parmi lequels 
ont peut citer : 

1. La TOM (Translocase of the Outer Membrane) qui permet l’importation des protéines 
codées au niveau du noyau. 

2. La protéine Mdm qui unit la mitochondrie aux filaments du cytosquelette. 

3. La protéine VDAC (Voltage Dependent Anion Channel) qui est un canal ionique. 

4. Les membres de la famille de Bcl-2 qui jouent un rôle primordial dans la régulation 
des processus apoptotiques. 

La famille de Bcl-2 (B Cell Lymphoma 2) est constituée d’une vingtaine de protéines, toutes 
caractérisées par la présence d’au moins un « domaine BH » d’homologie avec le facteur anti-
apoptotique Bcl-2 (Bcl-2 Homology Domain). Cette famille est divisée en 3 groupes. Le 
premier contient cinq protéines anti-apoptotiques qui possèdent chacune quatre domaines BH 
(BH1-4) :Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-11, A1 et Bcl-w. Le deuxième comprend Bax et ses homologues 
Bak et Bok qui contiennent trois domaines BH (BH1-3) et exercent une activité pro-
apoptotique. Le troisième comprend une série de protéines également pro-apoptotiques (Bim, 
Bid, Bad, Noxa, Puma, Hrk) qui ne possèdent que le domaine BH3 et sont par conséquent 
appelées « BH3 only »48. 

Bax et Bak sont des éléments essentiels de la machinerie apoptotique. Dans toutes les cellules, 
Bak est présent sous forme d’oligomères dans la membrane mitochondriale externe. Durant la 
mort apoptotique, des protéines Bak supplémentaires et des protéines Bax migrent vers cette 
membrane, accroissant ainsi la taille des oligomères. Le mécanisme moléculaire précis par 
lequel Bax et Bak augmentent la perméabilité de la membrane mitochondriale externe n’est 
pas encore entièrement élucidé. Leur oligomérisation ainsi que leur interaction avec d’autres 
protéines de la membrane mitochondriale externe comme le VDAC conduit probablement à la 
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formation de canaux perméables 
aux SIMPs (Figure 6)49;50. La 
formation de ces oligomères n’a 
pas lieu dans les cellules vivantes 
en raison de l’effet inhibiteur 
exercé par les facteurs anti-
apopotiques également présents 
au niveau de la membrane 
mitochondriale externe (Bcl-2, 
Bcl-xl, Bcl-w) 51. Au cours de 
l’apoptotose, les « BH3 only », 
qui sont normalement complexés 

à d’autres protéines (Bim est fixé au cytoskelette et Bad à la protéine 14-3-3) migrent vers la 
membrane mitochondriale et neutralisent les facteurs anti-apoptotiques, permettant ainsi à 
Bax/Bak d’y former des pores52. Enfin, il faut encore mentionner la situation particulière de 
Bid parmi les « BH3 only ». Bid se trouve libre dans le cytosol et peut être clivé en tBid 
(truncated Bid) par la caspase 853 activée ou le granzyme B54. Le clivage de Bid induit sa 
translocation dans la membrane mitochondriale externe où il induit l’oligomérisation de Bax 
et/ou de Bak55-58. Il peut également y former lui-même des canaux perméables aux 
cytochrome c 59;60. Bid joue donc un rôle clé en créant un lien entre la voie extrinsèque de 
l’apoptose et la voie mitochondriale ou intrinsèque qui peut alors jouer un rôle 
d’amplificateur. La caspase 8 activée peut en effet induire la libération des facteurs pro-
apoptotiques mitochondriaux via le clivage de Bid et amplifier ainsi l’activation des caspases. 

II.4.2.2. Perméabilisation de la membrane mitochondriale interne 

Contrairement à la membrane mitochondriale externe qui est perméable aux molécules de 
petite taille, la membrane interne n’est perméable qu’à certains ions, grâce à l’existence de 
transporteurs spécifiques. En outre, elle contient les quatre complexes protéiques qui forment 
la chaîne des phosphorylations oxydatives. Cette chaîne convoie les électrons depuis le 
NAD(P)H et le FADH2 vers des molécules qui possèdent un potentiel d’oxydo-réduction de 
plus en plus élevé jusqu’à l’accepteur final, l’oxygène. L’énergie libérée lors de ce transport 
est utilisée pour pomper des protons depuis la matrice vers l’espace intermembranaire et créer 
un gradient électrochimique. Le dernier enzyme de la chaîne, l’ATP synthétase, utilise ce 
gradient de proton pour synthétiser l’ATP17;61. La différence de potentiel électrique créée par 
le pompage des protons de part et d’autre de la membrane mitochondriale interne constitue le 
potentiel de membrane mitochondrial ou ∆ψm. 

Figure 6: Représentation schématique de la perméabilisation 

sélective de la membrane mitochondriale externe par les 

membres de la famille de Bcl-2.  Beige: Bax/Bax. Vert: VDAC. 

Bleu: Bcl-2. Jaune: Bim. D’après Adam JM et Cory S., Trends in 

biochemical sciences, 2001 
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La perméabilité de la membrane 
mitochondriale interne dépend 
principalement de l’état 
d’ouverture d’un pore appelé 
mPTP (mitochondrial 
Permeability Transition Pore) ou 
mégacanal mitochondrial 
(mitochondrial megachannel). Ce 
pore est en fait un complexe 
multi-protéique situé au niveau 
des régions où les crêtes de la 
membrane mitochondriale interne 
viennent au contact de la 
membrane mitochondriale externe 

(Figure 7)62-64. Sa composition exacte fait encore l’objet de recherches. On pense qu’il 
comprend, au niveau de la membrane mitochondriale interne, l’ANT (Adénine Nucléotide 
Transporter) et la cyclophiline D (propy-peptidyl cis/trans isomérase). Au niveau de la 
membrane mitochondriale externe, le VDAC (Voltage Dependent Anion Channel), le PBR 
(récepteur périphérique ou mitochondrial des benzodiazépines) et l’hexokinase A participent à 
sa formation65. Les principaux inducteurs « physiologiques » de l’ouverture du mPTP sont le 
calcium et les radicaux libres. Par contre, un ∆ψm élevé et un pH mitochondrial acide tendent 
à maintenir ce pore fermé. Trois états de conductance sont décrits pour le mPTP : i) L’état 
fermé maintient le ∆ψm et permet à la mitochondrie de fonctionner normalement. ii) L’état 
d’ouverture massive est caractérisé par une augmentation de la perméabilité de la membrane 
mitochondriale à des solutés pouvant avoir une taille de 1,5 kDa. Il provoque, par afflux d’eau 
et de petites molécules, le gonflement de la matrice mitochondriale et la rupture de la 
membrane mitochondriale externe conduisant ainsi à la mort cellulaire par nécrose (voir plus 
loin) (Figure 8)50;58;66. iii) L’état d’ouverture intermédiaire permet à des molécules d’une taille 
inférieure ou égale à 300 Da de passer la membrane mitochondriale interne et provoque une 
chute réversible du ∆ψm

67. Cet état de conductance intermédiaire du mPTP revêt un intérêt 
particulier parce qu’il peut dépendre d’interactions entre le mPTP et certains membres pro-
apoptotiques de la famille de bcl-2. En effet, de petites quantités de Bax ou de tBid peuvent 
induire cet état d’ouverture et provoquer une libération de facteurs pro-apoptotiques 
mitochondriaux68;69. Il est possible que cet effet soit dû à une tendance accrue de la 
mitochondrie à capter le calcium après l’insertion de Bax ou tBid70. Les membres pro-
apoptotiques de la famille de Bcl-2 comme Bax et ses homologues peuvent donc soit 
perméabiliser sélectivement la membrane mitochondriale externe, soit induire l’ouverture du 
mPTP. 

Figure 7: Représentation schématique du mPTP. MME : 
Membrane Mitochondriale externe. MMI : Membrane 
mitochondriale interne. CyD : Cyclophiline D. CsA : 
Cyclosporine A. 
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Il existe également des 
modulateurs 

pharmacologiques du 
mPTP. La cyclosporine A 
et l’acide bongkrékique 
inhibent son ouverture. La 
cyclosporine A se lie à la 
cyclophiline D et induit 
son interaction avec 
l’ANT71. L’acide 
bongkrékique agit par 
liaison directe avec 
l’ANT. L’atractyloside 
induit, quant à lui, 
l’ouverture du pore par 
interaction directe avec 
l’ANT72. 

Les membres anti-
apoptotiques de la famille 
de bcl-2 peuvent 
également interagir avec le 
mPTP, du moins in vitro 
et moduler son ouverture. 
En effet, bcl-2 et bcl-w 

sont capables d’inhiber l’ouverture, induite par l’atractyloside ou le calcium, d’un mPTP 
reconstitué dans des liposomes73. 

Le rôle du potentiel de membrane mitochondrial et de son évolution au cours de l’apoptose 
est également très complexe67. Certains stimuli pro-apoptotiques ont une cible primitivement  
mitochondriale et déclenchent en premier lieu la libération des facteurs pro-apoptotiques par 
une mécanisme qui implique une chute, au moins transitoire, du potentiel de membrane 
mitochondrial. D’autres agissent initialement de façon tout à fait indépendante de la 
mitochondrie, mais la cascade qu’ils déclenchent conduit à l’activation d’enzymes qui altèrent 
le fonctionnement des chaînes respiratoires et la structure des membranes mitochondriales. La 
chute du ∆ψm est alors observée en même temps, voire après les autres manifestations de 
l’apoptose74. 

II.5. Le réticulum endoplasmique et l’apoptose 

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite clé dans la synthèse et la maturation post-
traductionnelle des protéines. En outre, il joue un rôle important dans le contrôle de certains 
processus apoptotiques, particulièrement en réponse à l’accumulation de protéines 
anormales75. En effet, cette accumulation déclenche une série de réactions adaptatives qui 

Figure 8: Illustration des deux mécanismes de perméabilisation de la 

membrane mitochondriale. a) Le modèle de perméabilisation sélective de 

la membrane externe.  b) Le modèle de perméabilisation suite à 

l'ouverture du mPTP. D’après J.C. Martinou et D.R. Green, Nature 

reviews molecular and cellular biology, 2001. 
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visent, d’une part, à réduire la synthèse protéique et, d’autre part, en cas de stress important, à 
provoquer la mort cellulaire par apoptose.  En plus de ces situations de synthèse protéique 
anormale, le RE participe, de concert avec la mitochondrie, à la régulation et à l’exécution de 
certains processus apoptotiques76. 

II.5.1. La réponse aux protéines 

anormales (Unfolded Protein Response) 

Dans diverses circonstances 
(exposition à des espèces activées de 
l’oxygène, mutations géniques…), les 
cellules peuvent produire des protéines 
qui ont une propension anormale à 
adopter une structure fibrillaire et à 
former des dépôts. L’accumulation de 
ces protéines anormales dans la lumière 
du réticulum endoplasmique induit 

d’abord une réponse appelée UPR 
(Unfolded Protein Response). Cette 
réponse entraîne, au terme d’une 
cascade complexe d’événements 
moléculaires dans le détail de laquelle 
nous n’entrerons pas, une réduction de 

la synthèse protéique globale ainsi qu’une augmentation de la synthèse de protéines 
chaperones capables de complexer ces protéines anormales dans la lumière du RE76;77. 

II.5.2. L’apoptose déclenchée par le stress du réticulum endoplasmique 

Lorsque le stress du RE devient trop important, outre la réponse UPR, le réticulum est capable 
de déclencher la mort par apoptose, en activant la caspase-12 qui est spécifiquement localisée 
à la surface du RE et en réduisant la transcription de plusieurs gènes anti-apoptotiques dont 
Bcl-278. 

Le RE participe également à la régulation de processus apoptotiques par son rôle dans la 
régulation des flux calciques intracellulaires. Il est en effet le site principal de stockage du 
calcium dans la cellule. Le calcium y est pompé par les SERCA (Sarcoplasmic/Endoplasmic 
Reticulum Calcium ATPase). Il peut être libéré dans le cytosol par deux types de canaux, les 
récepteurs à l’IP3 (Inositol triphosphate) et les canaux sensibles à la ryanodine79. Le calcium 
libéré par le RE peut être capté par la mitochondrie et y moduler l’ouverture du mPTP70. Par 
conséquent, tout facteur qui augmente la libération des stocks de calcium du RE déclenche 
une cascade apoptotique78. 

Figure 9: Représentation schématique du stress du 

réticulum endoplasmique. Le facteur EIF2 est un 

initiateur de la traduction des protéines. Sa 

phosphorylation réduit la synthèse protéique globale. 
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II.6. La réponse apoptotique déclenchée par les altérations génomiques 

Les altérations de l’ADN induites par les 
radiations ultraviolettes et ionisantes, ou par 
certains agents chimiques dont de nombreux 
agents anti-cancéreux, peuvent déclencher la 
mort cellulaire par apoptose. Ces lésions de 
l’ADN activent en effet des protéines kinases 
qui phosphorylent le facteur de transcription 
p53, ce qui induit sa dissociation de mdm2 
(Mouse Double Minute 2)78. P53 peut alors 
jouer son rôle de facteur de transcription et 
augmenter l’expression de plusieurs gènes, 
dits « p53 répondeurs ». Ces gènes 
comprennent de nombreux facteurs pro-

apoptotiques comme Apaf1, Fas, Bax, Noxa et PIDD (p53 Induced Protein with Death 
Domain)80. Le facteur PIDD peut s’associer à la protéine adaptatrice RAID pour former un 
complexe qui active la caspase 281. P53 active aussi la voie mitochondriale de l’apoptose, 
mais le mécanisme précis de cette activation est encore inconnu. 

II.7. L’activation de l’apoptose par les MAPKinases (Mitogen Activated 
Protein Kinases) 

II.7.1. Définition des MAPkinases 

Les MAPkinases sont des protéines kinases qui sont activées au terme d’une cascade de 
réactions de phosphorylation. Il existe trois familles de MAPkinase : les ERK (Extracellular 
Regulated Kinases), les JNK (c-Jun N-terminal Kinases) et les p38. 

II.7.2. Rôle des MAPkinases 

Les MAPkinases agissent en phosphorylant des facteurs de transcription. Elles modulent donc 
in fine l’expression de gènes et induisent des changements dans le comportement de la cellule. 
L’activation des ERK provoque une augmentation de la prolifération cellulaire. Par contre, 
l’activation de JNK et de p38 est plus souvent associée à l’apoptose82;83. En plus de leurs 
effets génomiques, JNK et p38 peuvent également phosphoryler d’autres substrats dont Bax et 
p53. 

Figure 10: Conséquences des altérations génomiques 

sur la survie cellulaire. Explications dans le texte. 
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Figure 11:Représentation schématique des différentes 

cascades conduisant à l'activation des MAPKinases. D'après 

T. Wada et J.M. Penninger, Oncogene, 2004. 

 

II.7.3. L’activation des MAPkinases 

La cascade d’événements qui conduit 
à l’activation des MAPkinases 
comporte trois niveaux. Le premier 
est l’activation d’une MKKK 
(MAPKinase Kinase Kinase), le 
second est l’activation d’une MKK 
(MAPKinase Kinase) et le troisième 
correspond à l’activation de la 
MAPkinase. 

Les MKKK sont donc les initiateurs 
de l’activation des MAPkinases. 
Elles sont elles-mêmes activées par 
des récepteurs couplés aux protéines 
G via des RhoGTPases84 ou via des 
récepteurs possédant une activité 
tyrosine kinase intrinsèque comme 
les récepteur aux neurotrophines85. 
D’autres mécanismes d’activation 

sont possibles comme la signalisation par les récepteurs membranaires via le facteur ASK134 
ou les stress oxydatifs86. 

A chaque niveau, les kinases sont spécifiques, ce qui permet aux différentes voies d’être 
activées séparément (Figure 11). 

II.8. Le stress oxydatif et l’apoptose 

II.8.1. Définition du stress oxydatif 

Les espèces activées de l’oxygène qui sont appelées radicaux libres sont des molécules qui 
contiennent des formes de l’oxygène partiellement réduites comme l’anion superoxyde (O2

-) 
et le radical hydroxyl (OH-). Les anions superoxydes peuvent en outre réagir avec l’oxyde 
nitrique pour former des peroxynitrites, de puissants agents oxydants. Les radicaux libres sont 
produits en condition aérobie et certains jouent un rôle physiologique de messager. Toutefois, 
lorsqu’ils sont présents en quantité excessive, ils peuvent être toxiques et provoquer des 
dégâts au niveau des acides nucléiques, des protéines et des lipides. Dès lors, les cellules sont 
pourvues de mécanismes de détoxification enzymatique : la superoxyde dismutase, la catalase 
et la glutathion peroxydase87. 

La mitochondrie, et plus précisément la chaîne des phosphorylations oxydatives, constitue le 
site principal de production des radicaux libres au niveau de la cellule88. 
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On appelle stress oxydatif toute situation qui conduit à un déséquilibre entre production et 
détoxification des espèces activées de l’oxygène de sorte qu’elles s’accumulent dans la cellule 
et y provoquent des dégâts. 

II.8.2. Le stress oxydatif et l’apoptose 

La quantité de radicaux libres augmente au cours de nombreux processus apoptotiques. 
Toutefois, il est souvent difficile de déterminer si ces espèces réactives de l’oxygène ont un 
rôle causal dans la mort cellulaire ou si leur production est une conséquence d’altérations, 
notamment des chaînes respiratoires, consécutives à l’activation d’une cascade 
apoptotique88;89. 

Les mécanismes par lesquels les agents oxydants induisent la mort cellulaire restent 
imparfaitement compris. Certaines espèces très instables, comme le radical hydroxyl, peuvent 
provoquer des altérations diffuses et aspécifiques des constituants cellulaires et induire la 
mort par apoptose ou par nécrose, selon l’importance de l’exposition. Toutefois, les radicaux 
libres peuvent également activer de multiples cascades d’évènements biochimiques 
intracellulaires, dont certaines jouent un rôle essentiel dans la mort cellulaire. La voie p38-
JNK est l’une des principales d’entre elles. En effet, en condition basale, la thiorédoxine, une 
protéine sensible aux radicaux libres, inhibe ASK1. L’oxydation provoque la dissociation 
ASK1-thiorédoxine et permet à ASK1 d’activer les cascades JNK et p3890. La mitochondrie 
est également une cible privilégiée des radicaux libres. En effet, le stress oxydatif est l’un des 
principaux agents inducteurs de l’ouverture du mPTP88. Les radicaux libres sont, en outre, 
capables de provoquer une élévation du calcium intracellulaire en induisant sa libération à 
partir des sites de stockage intracellulaire et en augmentant sa captation à partir du milieu. A 
côté de l’activation de protéines kinases et phosphatases calcium-dépendantes impliquées 
dans la mort cellulaire, cette élévation du calcium intracellulaire peut faciliter l’ouverture du 
mPTP91. 

III. La mort cellulaire par nécrose 

III.1. Principes de la mort nécrotique 

Les cascades biochimiques décrites ci-avant conduisent à la mort cellulaire par le biais de 
mécanismes finement régulés qui sont consommateurs d’énergie. La mort nécrotique procède 
de façon radicalement différente puisque la cellule qui la subit est caractérisée par un 
collapsus énergétique et par l’activation non spécifique d’enzymes qui dégradent les 
constituants cellulaires. 

III.2. Le rôle de la mitochondrie dans la nécrose 

Nous avons mentionné précédemment le rôle fondamental de la mitochondrie dans la 
régulation des processus apoptotiques. Elle occupe aussi une place importante dans la 
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nécrose, de part sa fonction de production de l’ATP mais aussi parce qu’elle est le siège du 
mPTP et la principale source d’espèces activées de l’oxygène. 

La mort nécrotique est donc caractérisée par un collapsus énergétique précoce, une ouverture 
massive du mPTP et une production excessive de radicaux libres. La séquence selon laquelle 
ces évènements s’enchaînent au niveau mitochondrial dépend du modèle considéré. Elle a été 
abondamment étudiée dans l’ischémie/reperfusion92. Dans un tissu vivant, l’occlusion 
vasculaire provoque une interruption de l’apport en oxygène et en glucose. Cette interruption 
entraîne une chute brutale de la production d’ATP, une diminution transitoire du rapport 
ATP/ADP, puis une réduction globale du taux de nucléosides par dégradation enzymatique et 
une élévation de la quantité de phosphates inorganiques. La réduction de la concentration en 
ATP a deux conséquences directes. Premièrement, l’ATP jouant un rôle inhibiteur dans 
l’ouverture du mPTP, cette dernière est donc rendue plus aisée. Deuxièmement, le 
fonctionnement des pompes ioniques qui dépendent de l’ATP est interrompu. Parmi celles-ci, 
on trouve des pompes calciques de la membrane plasmique et de la membrane 
mitochondriale. Dès lors, l’occlusion vasculaire, par le biais d’une réduction de la production 
d’ATP, entraîne une élévation de la concentration en calcium dans le cytosol et la 
mitochondrie. Or, le calcium mitochondrial, s’il atteint une concentration suffisante (~10 µM) 
et qu’il existe simultanément une réduction de la quantité d’ATP, peut déclencher l’ouverture 
du mPTP. Cette ouverture est d’autant plus probable qu’en cas de reperfusion, la 
réoxygénation du tissu lésé entraîne une production importante de radicaux libres. Cette 
production est due à l’effet d’enzymes comme la xanthine oxydase qui, partiellement 
dégradées par des protéases activées par le calcium, acquièrent une activité oxydase non 
spécifique. En effet, outre l’augmentation de la concentration en calcium mitochondrial, un 
afflux de calcium dans le cytosol active de nombreuses enzymes de type protéases, nucléases 
et phospholipases… qui vont contribuer à la dégradation des constituants cellulaires93. Le 
fonctionnement de la Na+,K+-ATPase est également compromis par le déficit en ATP. Or, 
cette pompe intervient notamment dans le maintien de l’équilibre osmotique entre le milieu 
intra- et extracellulaire. Dès lors, la nécrose s’accompagne d’une augmentation de volume du 
cytosol qui peut conduire à la rupture de la membrane plasmique. 

III.3. Cas particulier du système nerveux : l’excitotoxicité 

La situation du système nerveux est particulière. En effet, dans diverses situations 
pathologiques comme l’ischémie ou encore certaines affections neurodégénératives, une 
accumulation extracellulaire de glutamate participe aux lésions neuronales. Ce phénomène 
porte le nom d’excitotoxicité. Le terme d’excitotoxicité a été proposé par Olney dans les 
années 70 parce qu’il pensait que la mort neuronale pouvait être la conséquence d’un excès 
d’activité obtenu suite à une surexcitation. 

Les mécanismes qui conduisent à l’accumulation extracellulaire de glutamate diffèrent en 
fonction de la situation pathologique considérée. Lors de l’ischémie cérébrale, l’interruption 
du fonctionnement des pompes dépendantes de l’ATP, l’excès de radicaux libres et 
l’acidification du milieu provoque une dépolarisation de la membrane plasmique des neurones 
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ischémiés, une inversion des systèmes de transport et de recapture du glutamate ainsi que des 
lésions physiques de la membrane plasmique qui permettent une libération importante de ce 
neurotransmetteur94. 

Dans la plupart des cas, la toxicité du glutamate semble associée de façon prépondérante à 
l’activation du récepteur de type NMDA (N-methyl-D-Aspartate), ce qui induit une 
augmentation du calcium intracellulaire et, par voie de conséquence, une activation 
d’enzymes dépendantes du calcium ainsi qu’une production accrue de radicaux libres et de 
NO95. Lorsque ces évènements sont associés à une réduction de la production d’ATP, la mort 
qu’ils provoquent est nécrotique96. Par contre, lorsque la stimulation glutamatergique est 
moins importante et que la production d’ATP est préservée, la mort excitotoxique peut être de 
nature apoptotique97. 

III.4. Les caspases dans la nécrose 

Les caspases, dont nous avons dit qu’elles étaient des acteurs cardinaux de l’apoptose, 
semblent également capables d’influencer la nature de la mort cellulaire subie par une cellule 
après l’exposition à un agent donné. Par exemple, les cellules L929 (fibrosarcome) subissent 
une mort typiquement apoptotique lorsqu’elles sont traitées par du TNFα. Par contre, quand 
ces mêmes cellules sont traitées par du TNFα en présence d’un inhibiteur de caspases, elles 
subissent une mort nécrotique98. Le même phénomène a été observé avec les cellules Jurkat 
(lignée de cellule lymphomateuse). Lorsque les cellules de la lignée sauvage sont exposées au 
ligand du récepteur Fas, elle subissent une mort apoptotique. Par contre, les cellules de la 
lignée Jurkat JB-6, caractérisées par une déficience en caspase-8, présentent une mort 
nécrotique en présence de ce même ligand99. Le mécanisme par lequel la présence de caspases 
actives influence la nature de la mort cellulaire reste à l’heure actuelle hypothétique. 
L’explication avancée est que certaines caspases dont la caspase-8 auraient un rôle protecteur 
contre une production excessive de radicaux libres et empêcheraient ainsi le découplage des 
phosphorylations oxydatives qui peut survenir après une agression, et qui est susceptible de 
précipiter la cellule vers la nécrose100. 

IV. Buts du travail 

La mort cellulaire est donc un phénomène extrêmement complexe. L’apoptose et la nécrose, 
initialement décrites sur bases d’observations morphologiques, sont les deux extrémités d’un 
continuum comprenant un nombre presque infini de cascades d’évènements intracellulaires 
susceptibles d’aboutir à la mort. Disséquer ces cascades est indispensable afin de pouvoir un 
jour les induire, les inhiber ou les moduler. Endiguer les pertes cellulaires au niveau du 
système nerveux central est en effet un défit majeur pour la prise en charge des affections 
neurodégénératives. A l’inverse, induire sélectivement la mort des cellules tumorales dans un 
organisme constitué par ailleurs de milliard de cellules indispensables à sa survie est l’un des 
principaux axes de recherche en oncologie médicale. 
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Nous avons consacré la première partie de notre travail à l’étude de deux neurotoxines 
endogènes, le facteur neurotoxique d’origine astrocytaire et la n-butyl-beta-carboline-3-
carboxylate (βCCB). Les résultats que nous avons obtenus nous ont amené à émettre 
l’hypothèse d’un rôle du récepteur mitochondrial des benzodiazépines dans la toxicité de la 
βCCB. 

Dans la deuxième partie de ce mémoire, nous avons tenté de mieux préciser le rôle de ce 
récepteur dans la régulation de la survie et de la mort cellulaire en étudiant le mécanisme 
moléculaire de la toxicité de l’un de ses principaux ligands pharmacologiques, le 4’-
chlorodiazépam.



 

 

 

Publication I : Molecular Pathways involved in apoptotic 

cell death in the injured cochlea: Cues to novel therapeutic 

strategies
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I. Introduction 

La neurotoxicité peut être définie comme la capacité d’un agent chimique, biologique ou 
physique d’altérer le fonctionnement ou la structure du système nerveux101. Certains auteurs 
estiment que jusqu’à 25 % des substances chimiques disponibles dans le commerce ont des 
effets neurotoxiques. L’exposition du système nerveux à ces toxiques peut, entre autres, avoir 
des conséquences délétères sur la motricité, la perception sensitive, le comportement et la 
cognition des individus. 

Certains agents neurotoxiques, comme la rotenone, peuvent être présents dans 
l’environnement, absorbés par l’alimentation et exercer leur effet au niveau du système 
nerveux sans modification préalable. D’autres doivent être métabolisés après leur absorption 
avant d’exercer leur action neurotoxique102. C’est le cas du MPTP (1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine) qui est oxydé en MPP+ (1-methy-4-phenyl-1-pyridinium) par les 
cellules gliales103. Enfin, certaines molécules endogènes présentent des propriétés 
neurotoxiques. C’est notamment le cas de produits du métabolisme naturel des cellules 
gliales, comme le NO104, de certains neurotransmetteurs comme le glutamate105 ou la 
dopamine106, et de petites molécules non peptidiques comme les β-carbolines ou les 
tetraisoquinolines106. 

A côté de l’identification des neurotoxines et de l’étude de leur métabolisme, la recherche des 
mécanismes moléculaires par lesquels ces substances provoquent des lésions du système 
nerveux est un des principaux défis de la neurotoxicologie.  Elle devrait en effet permettre de 
mieux prévenir et traiter les conséquences de l’exposition aux neurotoxiques. 

Nous avons consacré cette partie de notre travail à caractériser deux agents neurotoxiques 
endogènes, la n-butyl-beta-carboline-3-carboxylate et le facteur neurotoxique d’origine 
astrocytaire. 

II. Les ββ-carbolines et la neurotoxicité de la ββ-CCB 

Les beta-carbolines (βCs) et les tetrahydro-beta-carbolines (THβCs) sont un groupe de 
substances naturelles présentes dans les plantes, certains aliments grillés et certains tissus 
animaux. Elles se caractérisent par une structure tricyclique pyrido[3,4-b]indole107;108. 
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II.1. Les composés harmane et norharmane 

La structure moléculaire des βCs est proche de celle du 
MPTP, une molécule neurotoxique qui provoque l’apparition 
d’un syndrome extrapyramidal lorsqu’elle est administrée aux 
mammifères (Fig. 12). Les βCs qui ont été le plus 
fréquemment isolées à partir de tissus humains et animaux 
sont les composés harmane et norharmane109 ainsi que la n-
butyl-beta-carboline-3-carboxylate (βCCB)110-112. 

L’éventuelle implication des βCs harmane et norharmane 
dans la pathogénie de la maladie de Parkinson a fait l’objet de 
plusieurs études. Dans le cerveau, ces molécules peuvent être 
oxydées par la monoamine oxydase B et méthylées  par la 
phenylethanolamine N-méthyltransférase113. Ces réactions 
conduisent à la formation des ions 2-N-méthyl-
Norharmanium et 2,9-N-diméthyl-norharmanium. Lorsque 
ces ions sont injectés chez l’animal, ils donnent lieu à 
l’apparition d’un syndrome parkinsonien114. En outre, à faible 
concentration, ces ions induisent sélectivement la mort des 
neurones dopaminergiques en culture114. Par contre, à plus 
haute concentration, leur toxicité s’étend à de nombreux types 
neuronaux108. L’importance potentielle de ces βCs dans la 
physiopathologie de la maladie de Parkinson a été renforcée 
par la découverte de 2,9-dimethyl-norharmanium en quantité 

accrue dans le liquide céphalorachidien des patients parkinsoniens par rapport aux sujets 
contrôles115. 

Le mécanisme moléculaire par lequel les βCs harmane et norharmane induisent la mort 
cellulaire est peu connu. Des expériences pratiquées sur des lignées de neuroblastomes ont 
montré que les cellules exposées à ces agents présentaient les stigmates d’une fragmentation 
apoptotique de l’ADN ainsi qu’une réduction du niveau d’ATP intracellulaire de l’ordre de 70 
%108. Un site de liaison pour ces molécules a été identifié au niveau des membranes 
mitochondriales116. 

II.2. La ββCCB 

II.2.1. Introduction  

La βCCB est une autre beta-carboline dont la structure est proche des composés harmane et 
norharmane (Fig. 12). Elle est surtout connue en tant qu’agoniste inverse du site de liaison des 

Figure 12: Structures 

moléculaires du MPP+, de la 

norharmane et de la ββCCB. 



Contribution à l’étude de deux neurotoxines endogènes 

-II/30- 

benzodiazépines sur le récepteur au GABA de type A111. Sa présence a été décelée dans 
l’urine humaine110 et dans le cerveau de bovin111;112. A l’heure actuelle, il n’existe aucune 
donnée quant à son métabolisme et sa distribution dans l’organisme humain. Nous avons 
découvert que cette β-carboline est capable d’induire, en culture, l’apoptose des neurones 
granulaires du cervelet de rat117. 

Le mécanisme de la neurotoxicité de la βCCB nous a paru intéressant à étudier. En effet, cette 
molécule a été identifiée à plusieurs reprises dans le cerveau des mammifères. Comme les 
autres composés de la famille des βCs, elle est probablement présente en quantité abondante 
dans l’environnement et est susceptible de se retrouver dans l’alimentation. Sa structure est 
proche de celle d’autres βCs ainsi que du MPTP dont l’importance n’est plus à démontrer 
dans l’étude des facteurs environnementaux impliqués dans la pathogénie de la maladie de 
Parkinson. Il n’est dès lors pas exclu que toutes ces molécules induisent la mort neuronale en 
activant des cascades apoptotiques semblables et dont l’étude contribuera à une meilleure 
compréhension des phénomènes biochimiques responsables de cette affection. 

La forme idiopathique de la maladie de 
Parkinson est, en effet, parmi les maladies 
neurodégénératives, celle pour laquelle 
l’hypothèse neurotoxique est la mieux 
étayée. On pense que l’exposition prolongée 
à des agents neurotoxiques provoque, 
préférentiellement au niveau des neurones 
dopaminergiques du striatum, la survenue 
d’un stress oxydatif. Ce stress oxydatif induit 
des modifications post-traductionelles au 
niveau de certaines protéines, dont l’α-
synucléine et l’ubiquitine, qui s’accumulent 

alors sous la forme d’agrégats résistants à la protéolyse. Ces agrégats sont visibles sous forme 
d’inclusions éosinophiles dans les neurones dopaminergiques survivants et portent le nom de 
corps de Lewy103. 

Nous avons choisi d’utiliser le modèle des grains cérébelleux en culture pour réaliser cette 
étude. La neurotoxicité de la βCCB a en effet initialement été caractérisée dans ce type 
cellulaire117. En outre, ces cultures présentent plusieurs avantages : i) la population neuronale 
est très homogène, ii) la contamination par des cellules gliales est faible, inférieure à 5 %118 et 
iii) elles permettent une étude aisée des cascades apoptotiques et en particulier, des 
évènements mitochondriaux qui peuvent intervenir dans le déclenchement de l’apoptose. 
Elles ont donc abondamment été utilisées pour étudier les mécanismes d’action de 
nombreuses substances neurotoxiques, y compris certaines potentiellement impliquées dans la 
physiopathologie de la maladie de Parkinson119;120. 

Figure 13: Illustration d'un corps de lewy marqué 

immunologiquement pour l'alpha-synculéine et 

l'ubiquitine. D'après Dauer, Neuron, 2003. 
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II.2.2. Contribution Personnelle : étude du mécanisme de la toxicité de la βCCB dans les 

neurones granulaires du cervelet en culture (Publication 2) 

1. La ββCCB induit la mort des neurones granulaires du cervelet (NGC) de 

façon dose-dépendante, 

mais pas celle des 

astrocytes 

Nous avons d’abord observé que, dans 
les cultures de neurones granulaires du 
cervelet (NGC), la βCCB induit de façon 
dose-dépendante une mort cellulaire. 
Après traitement par la βCCB et 
incubation avec du MTT, nous avons 
ensuite constaté que cette mort concerne 
principalement les neurones et que la 
survie des quelques cellules gliales qui 
contaminent la culture n’est pas affectée 
(Fig. 14). Nous avons alors étudié l’effet 

de la βCCB sur la survie des astrocytes en culture et observé qu’ils sont résistants à la toxicité 
de cette molécule. 

 

2. Il existe une liaison spécifique de la ββCCB aux NGCs en culture. En outre, 

la ββCCB semble s’accumuler dans le compartiment intracellulaire des 

neurones, mais pas des astrocytes. 

Le seul récepteur connu de la βCCB est le site de liaison des benzodiazépines du récepteur 
GABA de type A. En recherchant un autre site de liaison en relation avec sa neurotoxicité, 
nous avons observé une accumulation neuronale de la βCCB dans un compartiment à échange 
lent, probablement intracellulaire. Les astrocytes et les fibroblastes en culture sont par contre 
incapables d’accumuler la βCCB (Fig. 15C). Nous avons dès lors émis l’hypothèse que le 
récepteur responsable de la toxicité de la βCCB pourrait être intracellulaire. L’absence 
d’accumulation intracellulaire de cette molécule dans les astrocytes expliquerait leur 
résistance à sa toxicité. Une autre explication possible à l’absence de toxicité de la βCCB sur 
les cultures d’astrocytes réside dans les différences métaboliques qui existent entre ces deux 
types cellulaires. Les astrocytes ont en effet une résistance métabolique supérieure à celle des 
neurones. Ainsi, le NO induit une mort rapide des neurones corticaux de souris en inhibant le 
fonctionnement des chaînes respiratoires alors que les astrocytes compensent un même degré 
d’inhibition de la respiration par une augmentation de l’activité glycolytique104. 

Figure 14: Effet de la ββCCB sur la survie des astrocytes 

et des neurones granulaires du cervelet. 
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En ce qui concerne le mécanisme de transport responsable de l’accumulation intracellulaire de 
la βCCB, les données expérimentales dont nous disposons permettent d’exclure un 
phénomène de transport actif (indépendance vis-à-vis de la température) et suggèrent 
l’intervention d’un transporteur (dépendance vis-à-vis du potentiel de membrane) (Fig. 15.D). 
Sa nature nous restant inconnue, nous ne pouvons à ce stade qu’émettre des hypothèses. La 
βCCB est une molécule faiblement chargée. On sait que le MPP+ s’accumule dans les 
neurones dopaminergiques via le transporteur de la dopamine121, mais ce n’est probablement 
pas le cas de la βCCB car les NGC en culture n’expriment pas ce transporteur120. On peut 
également écarter les transporteurs du glutamate et probablement les transporteurs des acides 
aminés cationiques (CAT) parce qu’ils sont également exprimés par les astrocytes en 
culture122. Par contre, le transporteur polyspécifique des cations organique de type 3 (OCT3), 
qui permet l’accumulation du MPP+ dans les NGC, et n’est pas exprimé par les astrocytes, est 
un candidat potentiel120. 

Figure 15: Caractéristiques de liaison et d'accumulation intracellulaire de la ββCCB dans différents types 

cellulaires (détails dans la publication 2). A. Etude de la liaison spécifique d’une solution de [H3]ββCCB 

dans une culture de NGC. B. Déplacement de la liaison de [H3]ββCCB dans une culture de NGC par des 

concentration croissantes de ββCCB froide. C. Illustration de l’accumulation intracellulaire de ββCCB dans 

les neurones mais pas dans les astrocytes ni les fibroblastes. D. Influence du potentiel de membrane sur 

l’accumulation intracellulaire de la ββCCB. 
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3. Dans les NGC, la ββCCB active successivement les caspases 9, 3 et 8 mais 

seuls les inhibiteurs sélectifs des caspases 3 et 9 protègent les neurones 

contre sa toxicité. 

Dans les NGC traités par de la βCCB, nous avons observé une activation successive des 
caspases 9, 3 et 8 (Fig. 16). Cette séquence d’activation des caspases suggère que le 
déclenchement de l’apoptose dans ce modèle a une origine mitochondriale50. Les expériences 
de protection réalisées avec les inhibiteurs spécifiques des différentes caspases nous ont 
permis de confirmer que les caspases 9 et 3 ont un rôle clé dans la mort neuronale induite par 
la βCCB. En ce qui concerne la caspase 8, nous pensons que son rôle est accessoire parce que, 
d’une part, son activation est tardive et que, d’autre part, son inhibiteur spécifique ne protège 
pas contre la toxicité de la βCCB (Fig. 17). 

 

 

 

Figure 16: Illustration de l'activation des caspases induite par la ββCCB dans les NGC. A-F : Marquage 

fluorescent des caspases activées après 12 heures d’exposition à la ββCCB. Le rouge correspond au 

marquage nucléaire et le vert à la caspase activée. G-I : Quantification du nombre de cellules marquées 

pour les différentes caspases après 10 et 12 heures d’exposition à la ββCCB. K : Etude de l’activation des 

caspases par western blot au cours d’un traitement de 24 heures par la ββCCB d’une culture de NGC. L : 

Quantification densitométrique du western blot. 
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4. Dans les NGC traités par la ββCCB, le cytochrome c et l’AIF (Apoptosis 

Inducing Factor) sont libérés par la mitochondrie au moment de 

l’activation des caspases. 

Après avoir observé que l’activation de la caspase 9 survient précocement lors du traitement 
par la βCCB, nous avons orienté nos recherches vers la mitochondrie. Nos résultats montrent 
que, dans les NGC traités par cette molécule, l’activation des caspases est précédée par la 
libération, dans le cytosol, de deux facteurs pro-apoptotiques d’origine mitochondriale : le 
cytochrome c et l’AIF (Fig. 18 et 19). 

Figure 17: Effet de différents inhibiteurs de caspases sur la toxicité de la ββCCB dans les cultures de NGC. 

Les données sont normalisées de telle sorte que 100 % corresponde à la survie dans les contrôles et 0% à 

celle dans une culture traitée par la ββCCB à une concentration de 30 µM. Les inhibiteurs des caspase-3, -

9 et l’inhibiteur pancaspase respectivement désignés Boc-D, Z-LEHD et Z-DEVD protègent contre la 

toxicité de la ββCCB. L’inhibiteur de caspase 8 (Z-IETD) est inactif. 

Figure 18: Démonstration de la libération 

cytosolique du cytochrome c induite par la bCCB 

dans une culture de NGC par la mise en évidence 

d'une délocalisation entre un marquage 

mitochondrial (rouge) et le cytochrome c (vert). 
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5. Le traitement des NGC par la ββCCB n’induit pas de modification du 

potentiel de membrane mitochondrial. 

Nous nous sommes ensuite intéressés au mécanisme moléculaire responsable de cette 
libération en étudiant le potentiel de membrane mitochondrial des NGC traités par βCCB. Au 
cours du traitement, nous n’avons pas observé de modifications du ∆ψm durant la période qui 
précède la libération cytosolique des facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux (Fig 20, partie 
gauche). Cette absence de modification du potentiel de membrane mitochondrial indique donc 
que la membrane mitochondriale interne reste intacte et que la libération du cytochrome c et 
de l’AIF est consécutive à une perméabilisation sélective de la membrane mitochondriale 
externe 123. Nous avons confirmé cette hypothèse en montrant que deux inhibiteurs du mPTP 
(Mitochondrial Permeability Transition Pore), l’acide bongkrekique et la cyclosporine A, ne 
protègent pas les NGC contre la toxicité de la βCCB lorsqu’ils sont utilisés aux 
concentrations où ils sont efficaces vis-à-vis de celle de l’H2O2 (Fig. 20, partie droite). 

Figure 19: Illustration de la translocation nucléaire 

de l'AIF induite par la ββCCB dans les NGC en 

culture par l'apparition d'une co-localisation entre 

le marquage nucléaire (rouge) et l'AIF (vert). 

Figure 20: Gauche. La ββCCB n'influence pas le potentiel de membrane mitochondrial comme le montre 

l'absence de variation du ratio d'émission du fluorochrome JC-1. Droite: Deux inhibiteurs du mPTP, la 

cyclosporine A et l'acide Bongkrékique, ne protègent pas les NGC contre la toxicité de la ββCCB (barres 

blanches) alors que ils protègent contre la toxicité de l’H2O2 (barres noires). 
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II.2.3. Mécanisme d’action de la βCCB : conclusions 

En conclusion, les données que nous avons recueillies permettent d’affirmer que, dans des 
cultures de neurones granulaires de cervelet de rat, la βCCB induit sélectivement la mort des 
neurones. Les cellules gliales contaminant la culture sont épargnées et la βCCB n’est pas 
toxique pour les astrocytes en culture primaire. Les mécanismes moléculaires qui sous-
tendent cette mort sont ceux de la voie intrinsèque, c'est-à-dire mitochondriale, de l’apoptose. 
Ils semblent initiés par une perméabilisation sélective de la membrane mitochondriale 
externe. La cible moléculaire primaire de la βCCB à l’origine de cette cascade doit encore 
être identifiée. 

Nous savons que la βCCB inhibe les courants 
induits par le GABA en se fixant au site de 
liaison pour les benzodiazépines situés sur ce 
récepteur. Bien que le GABA et le diazepam 
protègent les NGC vis-à-vis de la toxicité de la 
βCCB, l’inhibition des courants GABA ne nous 
parait pas un mécanisme d’action vraisemblable. 
En effet, la bicuculine, un antagoniste compétitif 
du GABA, à une concentration de 10 µM où elle 
inhibe complètement les courants induits par le 
GABA, n’affecte en rien la survie des NGC (Fig. 
21.). Il est donc plus probable que l’effet 
protecteur du GABA soit lié à son action 
dépolarisante, et, par voie de conséquence, 

trophique124. Nous aurions dès lors tendance à privilégier l’hypothèse d’une cible 
intracellulaire. 

III. Le facteur neurotoxique d’origine astrocytaire (NAF) 

III.1. Introduction : la fonction astrocytaire 

Les astrocytes sont les cellules gliales les plus nombreuses dans le cerveau. Bien qu’ils aient 
fait l’objet d’intenses recherches, toutes leurs fonctions sont encore loin d’être connues. On 
pensait initialement que leur rôle était essentiellement mécanique, assurant la cohésion entre 
neurones, vaisseaux sanguins et autres cellules gliales125. A côté de ce rôle de charpente, de 
nombreuses autres fonctions astrocytaires ont progressivement été découvertes. Nous nous 
limiterons ici à décrire brièvement l’influence que peuvent avoir les astrocytes sur la survie 
des neurones. 

Figure 21: Effet de la bicuculine sur la survie 

des NGC en culture évalué par le test MTT 

après 24 heures. 
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III.1.1. Les astrocytes peuvent protéger les neurones 

Il existe de nombreuses données expérimentales en faveur d’un rôle trophique et protecteur 
des astrocytes vis-à-vis des cellules neuronales. Nous avons déjà mentionné précédemment 
que le stress oxydatif joue un rôle important dans de nombreuses situations conduisant à la 
mort neuronale, comme l’ischémie cérébrale126 ou certaines affections neurodégénératives103 
dont la maladie de Parkinson. Les astrocytes protègent les neurones contre ce stress oxydatif, 
notamment en leur fournissant des agents anti-oxydants comme le glutathion et ses 
précurseurs127. De façon plus générale, ils augmentent aussi la résistance des neurones aux 
agressions en produisant de nombreux facteurs de croissance et des cytokines qu’ils libèrent 
dans le milieu grâce à l’activité de transporteurs spécifiques128. Enfin, en recyclant le 
glutamate en glutamine, les astrocytes protègent les neurones contre une exposition prolongée 
et toxique à ce neurotransmetteur qui peut induire leur mort excitotoxique (cf. introduction 
générale)129. 

III.1.2. Les astrocytes peuvent aussi participer à la mort neuronale 

Dans d’autres circonstances, et en particulier dans certaines situations pathologiques, les 
astrocytes semblent favoriser la mort des neurones qui les entourent. Un des mécanismes de 
cette toxicité est la libération de NO par les cellules astrocytaires, qui survient suite à 
l’induction par des cytokines ou par le calcium d’une activité NO-synthase130. Alors que les 
astrocytes sont résistants au NO, cette molécule induit généralement la mort des neurones en 
inhibant le fonctionnement des chaînes respiratoires et en donnant lieu à la formation de 
radicaux peroxynitrites104. La libération massive de glutamate que provoque l’inversion des 
transporteurs astrocytaires du glutamate observée dans certaines situations pathologiques est 
un autre mécanisme de la toxicité astrocytaire94;131. Dans cette partie de notre travail, nous 
synthétiserons les données relatives à un autre facteur neurotoxique, produit par les astrocytes, 
et dont l’identification moléculaire n’a pas encore pu être faite à ce jour. 

III.2. Le facteur neurotoxique d’origine astrocytaire : propriétés et 
éléments d’identification (Publication 3) 

1. Les microexplants de cervelets, les cellules cérébelleuses en culture 

dissociée, et les astrocytes en culture dissociée libèrent dans le milieu un 

facteur neurotoxique (NAF, Neurotoxic Astrocyte Derived Factor). 

De façon fortuite, nous avons observé que les milieux conditionnés par des cultures de 
cervelets en explants, par des cultures dissociées de cervelet ou par des cultures d’astrocytes 
contiennent un facteur neurotoxique (NAF) de faible poids moléculaire (< 1000 Da) et 
résistant aux variations de pH et de température. Ce facteur n’est pas produit par les cellules 
neuronales ou fibroblastiques, suggérant son origine principalement astrocytaire. 
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2. La mort neuronale induite par le NAF satisfait aux critères d’une mort 

apoptotique (Publication 3, Fig. 1). 

Nous avons ensuite étudié la neurotoxicité du NAF dans des cultures de neurones granulaires 
de cervelets de rat (NGC) et observé qu’elle a une cinétique lente. En effet, elle apparaît après 
24 à 36 heures. En outre, lors de l’addition d’actinomycine D ou de cycloheximide avec le 
NAF, deux inhibiteurs respectivement de la synthèse d’ARN et de protéines, nous avons 
observé un effet protecteur. Cette observation suggère que la mort cellulaire induite par le 
NAF requiert la synthèse de nouvelles protéines et donc, qu’elle est de nature apoptotique. 
L’étude de la fragmentation de l’ADN dans les NGC traités par le NAF a confirmé cette 
hypothèse (Fig. 22). 

 

3. Le NAF se comporte comme un effecteur allostérique négatif du site de 

liaison des benzodiazépines associé au récepteur au GABA de type A. 

Nous avons observé que le GABA et certaines benzodiazépines protègent les neurones contre 
la toxicité du NAF (Fig. 21). Ces résultats nous ont incités à étudier les propriétés 
électrophysiologiques du NAF et à rechercher une interaction avec le récepteur au GABA de 
type A. Nous avons effectivement démontré que le NAF inhibe les courants induits par le 
GABA et la glycine. Cet effet inhibiteur est antagonisé par l’application de flumazénil, un 
antagoniste du site benzodiazépine des récepteurs au GABA de type A. Ces données 
électrophysiologiques suggèrent donc que le NAF se lie au récepteur des benzodiazépines 
présent sur le récepteur au GABAA et s’y comporte comme un agoniste inverse. 

Figure 22: L'effet protecteur de 

l'actinomycine D (A) et de la 

cycloheximide (B) sur la toxicité du NAF 

dans les NGC en culture associé à 

l'augmentation du nombre de cellules 

positives pour le marquage TUNEL après 

exposition au NAF (C) suggère que la 

mort induite par ce facteur astrocytaire 

est de nature apoptotique. 
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Il présente donc des propriétés électrophysiologiques similaires à certaines β-carbolines dont 
la βCCB qui est également capable d’inhiber les courants induits par la glycine. 

4. Malgré la mise en œuvre d’une approche chimique, biologique et 

physiologique, l’identité moléculaire du NAF n’a pas encore été 

découverte. 

En résumé, nous avons donc mis en évidence l’existence d’un facteur de faible poids 
moléculaire, produit par les astrocytes en culture et capable : i) d’induire une mort neuronale 
de type apoptotique. ii) de se comporter comme un agoniste inverse du site benzodiazépine du 
récepteur au GABA de type A. 

Nous avons ensuite émis l’hypothèse qu’un tel facteur, potentiellement endogène et 
neurotoxique, pourrait jouer un rôle dans certaines affections neurodégénératives. Nous avons 
entrepris de le purifier en ayant recours à une triple approche. 

L’étude de la composition du milieu conditionné par les astrocytes en chromatographie 
liquide à haute performance s’est malheureusement révélée infructueuse et n’est pas détaillée 
dans ce travail. 

Les expériences de compétition entre le NAF et plusieurs ligands marqués radioactivement 
nous ont permis de mieux comprendre l’action du NAF, mais ne nous ont pas aidés à 
l’identifier. En résumé, nous avons observé que le NAF augmente la liaison du TBPS (t-
butylbicyclophosphoro[35S]thionate), un ligand du canal chlore dont la liaison est augmentée 
par les agonistes inverses du site benzodiazépine comme les β-carbolines. Par contre, il 
diminue la liaison du muscimol et n’a pas d’effet sur celle des benzodiazépines au récepteur 
GABAA (Fig. 24). Ces données sont donc en apparente opposition avec les résultats 
électrophysiologiques qui suggèrent que le NAF se comporte comme un agoniste inverse du 
site de liaison des benzodiazépines sur le récepteur GABAA. Ceci nous a donc amené à 

Figure 23: Effet protecteur du GABA (gauche) et du diazepam (droite) sur la toxicité du NAF dans les 

NGC en culture. 
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émettre l’hypothèse que le NAF agit probablement en dehors du site de liaison habituel des 
benzodiazépines, par exemple au niveau du site de liaison du Ro 5-4864132, ou encore au 
niveau du site de faible affinité des benzodiazépines décrit sur le récepteur GABAA

133. A 
l’instar de ce que nous avons décrit pour la βCCB, l’inhibition des courants induits par le 
GABA ne nous paraît pas un mécanisme d’action suffisant pour expliquer la neurotoxicité du 
NAF. Nous aurions donc également tendance à privilégier l’hypothèse de l’existence d’un 
récepteur intracellulaire. 

Enfin, nous avons observé que certaines amines et certains inhibiteurs d’enzymes impliqués 
dans le métabolisme des mono- et des polyamines, lorsqu’ils sont ajoutés au milieu, modulent 
la production de NAF par les astrocytes. Nous avons alors pensé que le NAF pourrait être une 
de ces amines. Malheureusement, parmi les composés isolés, aucun à ce jour n’a été capable 
de reproduire les effets du NAF en induisant à la fois une mort neuronale apoptotique et en 
inhibant les courants induits par le GABA. 

III.2.1. Le NAF : Conclusions 

Dans le laboratoire, nous avons donc mis en évidence la production par les astrocytes d’un 
facteur de faible poids moléculaire à la fois capable d’induire une mort neuronale de type 
apoptotique et de produire une inhibition des courants induits par le GABA. D’un point de 
vue « phénotypique », ce NAF partage donc les deux propriétés principales reconnues de 
certaines beta-carbolines comme la βCCB. Il serait bien sûr tentant de conclure que le NAF 
est une β-carboline endogène. Seule l’indentification moléculaire du NAF permettra de 
répondre à cette question. 

III.3. Partie II : Perspectives 

Cette partie de notre travail a donc été consacrée à la caractérisation de deux neurotoxines 
endogènes, la βCCB et le facteur neurotoxique d’origine astrocytaire. De nombreuses 
questions doivent encore être résolues afin de mieux définir le rôle éventuel de ces facteurs 
neurotoxiques dans la physiopathologie d’affections neurodégénératives ainsi que pour 
comprendre complètement leur mécanisme d’action. 

L’intérêt de l’étude des mécanismes d’action du NAF et de la βCCB serait en effet renforcé 
par la démonstration de leur présence en quantité accrue dans le système nerveux des patients 

Figure 24: Effet du NAF sur la liaison de 

différents ligands du récepteur au GABA. 

Le NAF n'influence pas les liaisons des 

ligands du site benzodiazépine (Ro 15-

1788, Ro 15-4523 et flunitrazepam). Par 

contre, il augmente la liaison du TBPS et 

diminue celle du muscimol. 
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atteints de maladies causées par un excès de mort neuronale à l’instar de ce qui a été montré 
pour d’autres β-carbolines115 et pour certaines tetrahydroisoquinolines (TIQs)106. 

L’étude des réactions biochimiques susceptibles de conduire à la formation de petites 
molécules neurotoxiques comme la βCCB ou le NAF constitue une autre perspective de ce 
travail. Pour la βCCB, Braestrup a suggéré que sa formation pourrait résulter de la 
condensation non enzymatique de tryptophane avec un atome de carbone (réaction de 
Pictet&Spengler)110. Une réaction analogue pourrait conduire à la synthèse de 
tetrahydroisoquinolines à partir de la dopamine134 bien que pour ces dernières, il semble 
également exister une voie de synthèse enzymatique dans le système nerveux des 
mammifères134. La toxicité des βCs et des TIQs est augmentée lorsqu’elles sont méthylées par 
la N-methyltransférase. L’activité de cette enzyme est plus importante chez les patients 
parkinsoniens que chez les sujets contrôles135. Par contre, aucune donnée n’est disponible 
quant aux mécanismes de transport, de métabolisation intracellulaire éventuelle et de 
dégradation de ces toxines.  L’étude de leur métabolisme devrait permettre de mieux 
comprendre leur formation, leur distribution et leur élimination afin d’un jour, pouvoir 
interférer avec ces phénomènes dans le cadre d’une stratégie de neuroprotection. En ce qui 
concerne le NAF, aucune hypothèse ne peut être formulée avant l’aboutissement de son 
identification moléculaire qui est rendue complexe par les nombreux contaminants présents 
dans le milieu conditionné dont il est issu. 

L’identification des cibles intracellulaires responsables de la toxicité de ces molécules est 
certainement l’une des perspectives les plus intéressantes et les plus prometteuses de ce 
travail. Elle est en effet susceptible de contribuer au développement de nouveaux outils 
thérapeutiques capables d’endiguer la neurotoxicité de ces agents, et donc, la progression des 
affections à la physiopathologie desquelles ils pourraient contribuer. En ce qui concerne la 
βCCB, nous avons plusieurs raisons de penser que sa cible est intracellulaire. Parmi les 
molécules candidates, le récepteur mitochondrial des benzodiazépines est l’une des plus 
intéressantes. En effet, ce récepteur lie les benzodiazépines et est donc susceptible de lier la 
βCCB. Il est situé au niveau de la membrane mitochondriale externe dont il pourrait 
contribuer à réguler la perméabilité et, par conséquent, la survie des cellules. C’est à l’étude 
de ce récepteur que nous avons consacré la seconde partie de notre travail. 
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I. Introduction 

Le récepteur périphérique des benzodiazépines est un site de liaison pour les benzodiazépines 
différent de celui associé au récepteur au GABA de type A. Il a initialement été découvert en 
étudiant la liaison des benzodiazépines sur du tissu non nerveux. Il correspond à une protéine 
de 18 kDa principalement localisée au niveau de la membrane mitochondriale externe. C’est 
parce qu’il a été, pour la première fois, mis en évidence en dehors du système nerveux central 
qu’il est appelé récepteur périphérique136. Il est toutefois également exprimé par les cellules 
gliales137 ainsi que par les neurones. Dans la mesure où sa localisation cellulaire est 
principalement mitochondriale, il a aussi été dénommé récepteur mitochondrial des 
benzodiazépines. Cependant, il s’agit à nouveau d’un abus de langage, sa présence ayant 
également été décrite au niveau des membranes plasmique, nucléaire et du réticulum 
endoplasmique 137. Par souci de clarté et de cohérence avec la littérature anglo-saxone, nous 
avons choisi d’utiliser le terme « récepteur périphérique des benzodiazépines » (PBR). Le site 
de liaison des benzodiazépines associé au récepteur GABAA sera quant à lui, appelé récepteur 
central. 

I.1. Structure moléculaire et localisation cellulaire du PBR 

Cette protéine possède cinq 
domaines transmembranaires 
organisés en hélices α138;139 
(Fig. 25). Elle est 
principalement localisée au 
niveau de la membrane 
mitochondriale externe140. Le 
PBR a souvent été co-purifié 
avec deux autres protéines : 
l’Adenine Nucletotide 
Transporter (ANT) localisé 
dans la membrane 
mitochondriale interne141 et le 
Voltage Dependent Anion 

Channel (VDAC), présent au niveau de la membrane mitochondriale externe 142. Ceci suggère 
l’existence d’une interaction moléculaire entre le PBR, VDAC et l’ANT (Introduction, Figure 
7).Toutefois, l’association à ces deux autres protéines n’est pas nécessaire pour permettre la 
liaison du PK 11195138;143. 

I.2. Fonctions présumées du PBR 

Bien que la fonction du PBR ne soit pas encore connue, de nombreuses données 
expérimentales suggèrent qu’elle est essentielle. Premièrement, le gène qui code ce récepteur 
ne contient pas de boite TATAA, mais bien de multiples boites sp1, ce qui est généralement 

Figure 25: Représentation schématique du PBR. D'après Galiegue 

et col., Current Med Chem, 2003. 
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considéré comme une caractéristique des gènes de structure. Deuxièmement, les animaux 
mutants, chez qui l’expression de ce gène est abolie, meurent précocement au cours du 
développement. Enfin, la séquence de ce gène est conservée d’une espèce à l’autre144. 

De très nombreuses hypothèses existent quant au rôle du PBR, mais à jusqu’à présent, aucune 
fonction ne lui a encore été formellement attribuée. Ceci tient probablement au fait que la 
plupart des travaux qui l’ont étudié ont utilisé des ligands considérés comme spécifiques du 
PBR et ont donc davantage étudié l’effet de ces ligands que le rôle du récepteur lui-même. 

I.2.1. Régulation de la perméabilité de la membrane mitochondriale et de la mort cellulaire 

La localisation du PBR au niveau de la membrane mitochondriale et son interaction avec le 
VDAC et l’ANT, suggèrent qu’il peut réguler l’ouverture du mPTP et, donc, la perméabilité 
de la membrane mitochondriale. 

De nombreux travaux ont donc étudié l’effet des ligands du PBR sur la survie de différents 
types cellulaires. Leurs résultats sont contradictoires : 

1. Dans certaines lignées cellulaires, le PK 11195, le RO 5-4864 et le FGIN 1-27 
provoquent une mort apoptotique 145-149. 

2. A l’inverse, d’autres études ont attribué un rôle plutôt cytoprotecteur à ces mêmes 
agents150;151. 

La différence principale entre les études qui rapportent des effets pro-apoptotiques et celles 
qui démontrent des effets protecteurs se trouve au niveau des concentrations utilisées. En 
effet, les effets protecteurs sont décrits pour des concentrations de l’ordre du nanomolaire, qui 
correspondent bien à l’affinité de ces molécules pour le PBR, alors que les effets toxiques 
n’apparaissent généralement qu’à des concentrations de l’ordre du micromolaire, soit mille 
fois supérieures. Il est dès lors possible que ces effets pro-apoptotiques soient non spécifiques, 
indépendants de l’interaction avec le PBR. Quoi qu’il en soit, ces études ne permettent en 
aucun cas d’attribuer au PBR un rôle clair dans la régulation de la perméabilité de la 
membrane mitochondriale. 

Plusieurs travaux ont montré que l’apoptose induite par les ligands du PBR s’accompagne 
d’une activation des caspases 3145;147;148;152;153 et 9148, d’une libération cytosolique du 
cytochrome c148;152, d’une production accrue d’espèces activées de l’oxygène154, et finalement 
d’une ouverture du mPTP145;148;153-155. Parmi ces évènements, l’activation de la caspase 9, la 
production de radicaux libres et l’ouverture du mPTP sont des évènements mitochondriaux, ce 
qui a été considéré par les auteurs qui les ont rapportés comme un argument reliant le PBR à 
l’apoptose induite par ces ligands. 

Le rôle du PBR dans la survie et la mort cellulaire ainsi que dans la régulation de l’ouverture 
du mPTP reste donc très débattu. A notre connaissance, une seule étude a abordé la question 
sous un angle non pharmacologique. La survie après une exposition aux radiations 
ultraviolettes des cellules lymphoïdes Jurkat sauvages, qui n’expriment pas le PBR, a été 
comparée avec celle de cellules Jurkat transfectées avec ce récepteur. Les cellules transfectées 
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sont plus résistantes à l’apoptose que les cellules natives, suggérant un rôle du PBR dans la 
protection contre les radicaux libres et la dépolarisation de la membrane mitochondriale 
interne induite par les UV156. 

Les données actuelles concernant le rôle du PBR dans la mort cellulaire peuvent être 
résumées comme suit : 

1. Plusieurs ligands du PBR, lorsqu’ils sont utilisés dans une gamme de concentrations 
correspondant à leur affinité pour le récepteur, semblent spécifiquement protéger les 
cellules contre l’apoptose. 

2. L’expression du PBR elle-même pourrait jouer un rôle protecteur contre certains 
activateurs de l’apoptose dont les radiations ultraviolettes. 

3. La plupart des ligands du PBR, lorsqu’ils sont utilisés à hautes concentrations, sont 
capables soit d’induire, soit de sensibiliser les cellules tumorales à l’apoptose. Les 
mécanismes moléculaires qui sous-tendent ces propriétés ne sont pas encore connus. 

I.2.2. Autres fonctions présumées du PBR 

Fonction Arguments expérimentaux 

Synthèse des hormones 
stéroïdes et importation du 
cholestérol dans la 
mitochondrrie 

1. Certains ligands du PBR peuvent accroître la production d’hormones 
stéroïdes par des lignées de cellules de Leydig157. 

2. L’inactivation de l’expression du PBR par recombinaison homologue inhibe 
la production de stéroïdes par ces même cellules, probablement en 
réduisant l’importation de cholestérol dans la mitochondrie158. 

3. Une autre étude d’inhibition de l’expression du PBR par des ARN antisens 
exprimés sous la dépendance d’un promoteur activé par l’AMPc a conclu à 
un effet inverse. Il s’agit probablement dans cette étude d’un effet 
stéroïdogène propre de l’AMPc159. 

Régulation de la respiration 
cellulaire 

1. Plusieurs ligands du PBR, dont le RO 5-4864 et le PK 11195 semblent 
inhiber la respiration cellulaire160. 

2. Cette inhibition pourrait être liée à une réduction du fonctionnement du 
complexe II des chaînes respiratoires, la succinate-cytochrome c 
oxydoreductase161. 

3. Une autre hypothèse est qu’elle soit liée à l’induction par les ligands du PBR 
d’une fermeture du VDAC et de l’ANT, deux protéines associées au PBR et 
essentielles dans l’importation de l’ADP au niveau mitochondrial136. 

4. Le PBR présente un taux d’homologie significatif et peut se substituer à la 
fonction de la Tryptophan Rich Sensory Protein (TsPO) exprimée par 
certaines bactéries photosynthétiques. Il pourrait donc être sensible à 
l’oxygénation du milieu162. 

Biosynthèse de l’hème 
1. La protoporphyrine IX, ainsi que d’autres précurseurs de l’hème ont été 

identifiés en tant que ligands du PBR. Les données expérimentales 
supportant un rôle réel de ce récepteur dans la voie biosynthétique de 
l’hème sont toutefois indirectes et peu convaincantes136;137. 
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Prolifération et différentiation 
cellulaire 

1. La plupart des ligands du PBR semblent capables d’influencer la prolifération 
et la différentiation de plusieurs types cellulaires par un mécanisme 
probablement indépendant de leur interaction avec ce récepteur136;163. 

2. D’une façon générale, le PBR est plus abondamment exprimé par les 
cellules dont la prolifération est importante, comme les cellules tumorales, et 
le taux d’expression a pu être corrélé à l’agressivité de la prolifération dans 
plusieurs modèles. Les mécanismes reliant l’expression du PBR à la 
prolifération cellulaire ne sont pas encore identifiés164-169. 

 

I.3. Les ligands synthétiques du PBR 

A côté des benzodiazépines, plusieurs classes de molécules synthétiques se lient au PBR. 
Nous décrirons ici brièvement les principaux ligands synthétiques du PBR utilisés à l’heure 
actuelle. 

I.3.1. Les benzodiazépines 

Le diazépam (Valium®) lie les récepteurs périphérique et central avec la même affinité. A 
l’inverse, son dérivé 4’-chloro, le 4’-chlorodiazépam ou RO 5-4864 lie le PBR avec une 
affinité de l’ordre du nanomolaire, alors que des concentrations micromolaires sont 
nécessaires pour obtenir une liaison au récepteur central. Le clonazépam, à l’inverse, possède 
une affinité importante pour le récepteur central, et faible pour le PBR. 

I.3.2. Les isoquinolines carboxamides 

Il s’agit d’une famille de composés qui possèdent un noyau 2-phényl isoquinoline et une 
chaîne de type amine alkylée. Le principal représentant de ce groupe est le PK 11195. Il 
possède également une affinité de l’ordre du nanomolaire pour le PBR et sa liaison au 
récepteur central est négligeable136. 

I.3.3. Les autres ligands synthétiques 

A côté du RO 5-4864 et du PK 11195 qui sont les deux ligands du PBR les plus utilisés, de 
nombreuses autres molécules ont également été identifiées en tant que ligand de ce récepteur 
et commencent à être étudiées. Parmi les indolacétamides, le FGIN 1-27 est le plus 
utilisé170;171. Diverses molécules comme le N-(4-chloro-2-phenoxyphenyl)-N-(2-
isopropoxybenzyl)acetamide (DAA1097) et le N-(2,5-dimethoxybenzyl)-N-(5-fluoro-2-
phenoxyphenyl)acetamide (DAA1106)172, le 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-
dihydro-4H-pyridazino[4,5-b]in dole-1-acetamide (SSR180575)173 et les N,N-diethyl-(2-
arylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-yl)acetamides174 sont aussi capables de se fixer au PBR. La 
plupart de ces molécules n’ont toutefois été que très peu étudiées et les conséquences 
biologiques de leur interaction avec ce récepteur ne sont pas connues. Elles pourraient 
constituer des outils pharmacologiques intéressants dans les années à venir. 
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I.4. Les ligands endogènes du PBR 

A côté de ces ligands synthétiques, plusieurs molécules endogènes interagissent également 
avec le PBR. Pour la plupart d’entre elles, la signification de cette interaction n’est pas 
connue. Les deux principaux ligands endogènes sont le « diazepam binding inhibitor » (DBI), 
un polypeptide de 86 acides aminés, et la protoporphyrine IX161. D’autres « activités » 
capables de déplacer la liaison spécifique de certains ligands du PBR ont été isolées à partir 
de divers tissus, mais les molécules qui en sont responsables n’ont jamais été identifiées157. 
Plus récemment, une nouvelle protéine, appelée PRAX1 (Peripheral Benzodiazepine Receptor 
Associated Protein 1), a été découverte par la méthode du double hybride. Cette protéine est 
abondamment exprimée dans le système nerveux et plus particulièrement dans le système 
mésolimbique. Sa fonction n’est pas encore connue175. 
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II. Contribution personnelle : étude du mécanisme d’action des 

ligands du PBR 

II.1. Objectifs 

Avant de rechercher une liaison de la βCCB au PBR, il nous a paru essentiel d’essayer de 
clarifier le rôle de ce récepteur dans la survie cellulaire afin de déterminer s’il constituait 
réellement une cible moléculaire capable d’activer des cascades apoptotiques après liaison 
d’un de ses ligands. 

Pour réaliser cette étude, nous avons choisi deux des ligands les plus couramment utilisés, le 
RO 5-4864 et le FGIN 1-27, qui fixent le PBR avec une affinité nanomolaire. Nous avons 
comparé la toxicité de ces molécules sur deux lignées cellulaires différentes : les SK-N-BE, 
une lignée de neuroblastome d’origine humaine qui exprime abondamment le PBR et les 
Jurkat, une lignée de lymphome également d’origine humaine dépourvue de toute expression 
du PBR156. 

II.2. Résumé des résultats et discussion (Publication 4) 

1. Les cellules SK-N-BE expriment le PBR alors que les cellules Jurkat en sont 

dépourvues (Fig. 26 A et B). 

2. Le RO 5-4864 et le FGIN 1-27, utilisés à des concentrations de 1 à 150 µM, 

induisent la mort de ces deux types cellulaires de façon dose-dépendante. 

Nous avons tout d’abord observé que les concentrations de RO 5-4864 et de FGIN 1-27 
nécessaires pour induire la mort des cellules sont donc nettement supérieures à celles saturant 
le PBR (Fig. 26 C et D). Ensuite, nous avons montré que ces deux molécules conservent leur 
toxicité pour des cellules qui n’expriment pas le PBR. Nous pouvons dès lors conclure que cet 
effet est très probablement indépendant de leur liaison à ce récepteur. 
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3. La mort induite par le RO 5-4864 est de nature apoptotique dans les cellules 

Jurkat alors qu’elle est plutôt de type nécrotique dans les cellules SK-N-BE. 

Lorsqu’elles meurent suite à un traitement par le RO 5-4864, les morphologies des cellules 
Jurkat et SK-N-BE sont radicalement différentes. Les cellules Jurkat présentent une 
condensation nucléaire évoquant un processus apoptotique, alors que les SK-N-BE ont un 
aspect nécrotique. Nous avons confirmé cette hypothèse en étudiant la dégradation de l’ADN 
et le clivage de PARP après l’exposition de ces deux lignées cellulaires au RO 5-4864. Dans 
les cellules Jurkat, ce toxique induit en effet une fragmentation internucléosomique de l’ADN 
ainsi qu’un clivage de PARP typique d’une mort apoptotique. A l’inverse, dans les SK-N-BE 
traitées de la même façon, la dégradation de l’ADN paraît non spécifique et le clivage de 
PARP est différent, évoquant plutôt une mort par nécrose (Fig. 27). 

Figure 26: Illustration par RT-PCR (A) et western blot (B) de l'absence d'expression du PBR dans les 

cellules Jurkat et de sa présence dans les cellules SK-N-BE.  Illustration de la toxicité de deux ligands du 

PBR, le RO 5-4864 (barres noires) et le FGIN 1-27 (barres blanches) dans les cellules Jurkat (C) et dans 

les cellules SK-N-BE (D). 
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4. Dans les cellules Jurkat, le RO 5-4864 induit une activation des caspases 8, 9 et 3. 

Les cellules SK-N-BE sont déficientes en pro-caspases 8 et 9. De surcroît, aucune 

activation de la caspase 3 n’est observable après traitement de ces cellules par le 

RO 5-4864. 

Afin de confirmer définitivement que la mort des cellules Jurkat induite par le RO 5-4864 est 
bien de nature apoptotique, nous avons recherché une activation des caspases. Ces enzymes 
sont en effet des acteurs cardinaux de l’apoptose. Dans les cellules Jurkat traitées par le RO 5-
4864, les caspases 3, 8 et 9 sont activées dès 16 heures après le début de l’exposition. Dans les 
cellules SK-N-BE, aucune activation des caspases n’est induite par ce toxique (Fig. 28). En 
outre, ces cellules n’expriment pas les pro-enzymes des caspases 8 et 9. L’absence 
d’activation des caspases renforce l’hypothèse d’une mort nécrotique dans les cellules SK-N-
BE. 

Figure 27 : Dans les cellules Jurkat, l'exposition au RO 5-4864 induit une mort apoptotique comme en 

témoigne l’apparition d’une fragmentation internucléosomique de l'ADN démontrée par la positivité du 

marquage TUNEL (A) et l’échelonnage des fragments après migration sur gel d’agarose (C) ainsi que 

par le clivage de la protéine PARP en un fragment de 85 kDa (E). Dans les cellules SK-N-BE, la mort 

induite par le RO 5-4864 est plutôt nécrotique. Le marquage TUNEL est négatif (B), le clivage de l’ADN 

est non spécifique (D) et la dégradation de la protéine PARP donne lieu à la formation d’un fragment de 

30 kDa. 
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5. Dans les cellules Jurkat, un inhibiteur sélectif de la caspase 8 protège contre la 

toxicité du RO 5-4864 et prévient l’activation des caspases 3 et 9 ainsi que la 

dégradation de l’ADN. Ce même inhibiteur est inactif dans les cellules SK-N-BE. 

Nous avons étudié la signification de l’activation des 
caspases dans les cellules Jurkat traitées par RO 5-
4864 en utilisant des inhibiteurs spécifiques de 
différentes caspases. Parmi les inhibiteurs testés, 
seuls les inhibiteurs des caspases 3 et 8 protègent 
efficacement les cellules contre la toxicité du RO 5-
4864 (Fig. 29). L’activation de la caspase 9 est donc 
probablement un phénomène secondaire dans ce 
modèle. L’effet protecteur de l’inhibiteur de la 
caspase 3 signifie que le RO 5-4864 induit une 

cascade apoptotique au moins partiellement 
dépendante des caspases. Quant à la protection 
apportée par l’inhibiteur de la caspase 8, elle suggère 
que cette caspase joue un rôle dans l’activation de 
l’apoptose par le RO 5-4864. Nous avons confirmé 
cette hypothèse en montrant que l’inhibition de la 
caspase 8 bloque l’activation des caspases 9 et 3 
ainsi que le clivage de PARP et la fragmentation 
internucléosomique de l’ADN induite par le RO 5-

4864. 

 

Figure 28: Illustration de l'activation des 

caspases-3, -8 et -9 dans les cellules Jurkats et 

SK-N-BE au cours d'un traitement par RO 5-

4864 à une concentration de 150 µM. 

L’activation des  caspases est reflétée soit par la 

disparition de la pro-enzyme, soit par 

l’apparition d’un fragment clivé. Le RO 5-4864 

n’active pas les caspases dans les cellules SK-N-

BE alors que dans les cellules Jurkat, il active 

les caspases-3, -8 et -9. 

Figure 29: Les inhibiteurs de caspase-8 et -3 

ainsi que l'inhibiteur de pancaspase, 

respectivement désignés LETD-FMK, 

DEVD-FMK et Boc-D-FMK protègent  les 

cellules Jurkat contre la toxicité du Ro 5-

4864. 
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6. Le RO 5-4864 induit une dépolarisation de la membrane mitochondriale et une 

libération cytosolique du cytochrome c qui survient tardivement après le début 

du traitement dans les cellules Jurkat et précocement dans les cellules SK-N-BE. 

La mitochondrie, de part son rôle de pourvoyeur énergétique et sa capacité à séquestrer des 
facteurs pro-apoptotiques, joue un rôle essentiel dans la régulation de la mort cellulaire. Elle 
se trouve aux confins de l’apoptose et de la nécrose. Les phénomènes mitochondriaux 
accompagnant la mort cellulaire ont donc un intérêt particulier dans l’étude de la toxicité du 
RO 5-4864. 

Dans les cellules Jurkat, le RO 5-4864 induit une libération cytosolique du cytochrome c (Fig. 
30A) et une dépolarisation de la membrane mitochondriale (Fig. 30C) qui est tardive. Elle 
survient après les premiers signes d’activation des caspases. En outre, deux inhibiteurs du 
mPTP, la cyclosporine A et l’acide bongkrékique, sont sans effet sur la toxicité du RO 5-4864 
dans ces cellules (Fig. 31 E). Dès lors, nous pensons que les altérations mitochondriales 
observées dans les cellules Jurkat sont des phénomènes secondaires et n’interviennent pas 
dans le déclenchement de la cascade de mort induite par le RO 5-4864. L’atteinte de 
l’intégrité des membranes mitochondriales dont témoigne la chute du ∆ψm et la libération du 
cytochrome c est probablement liée à l’altération de certaines enzymes des chaînes 
respiratoires par des caspases activées176. 

 

Par contre, dans les cellules SK-N-BE, ces phénomènes sont précoces et d’emblée importants. 
Ils pourraient par conséquent refléter une ouverture massive du mPTP (Fig. 30 B et D). 

Figure 30: Illustration de la libération cytosolique du cytochrome c (A et B) et de la dépolarisation de la 

membrane mitochondriale mise en évidence par le diminution du ratio d'émission 590/530 du 

fluorochrome JC-1 (C-D) au cours d’une exposition au RO 5-4864. Dans les cellules Jurkat, la libération 

du cytochrome c dans le cytosol (A) et la dépolarisation de la membrane mitochondriale (C) sont des 

phénomènes tardifs (16-24 heures). Dans les cellules SK-N-BE (B et D), ces phénomènes sont plus précoces 

(8-12 heures). 
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Toutefois, deux inhibiteurs du mPTP, l’acide bongkrékique et la cyclosporine A, sont 
également inactifs contre la toxicité du RO 5-4864 dans ces cellules (Fig. 31 F). 

Deux hypothèses pourraient expliquer cette absence d’effet. Premièrement, la mort induite par 
le RO 5-4864 pourrait dépendre de l’induction d’un mPTP non régulé ou régulé de façon 
aberrante et donc insensible aux inhibiteurs habituels. Ces phénomènes ont été décrits dans 
d’autres modèles dont certains, d’ailleurs, emploient des ligands du PBR177;178. L’autre 
hypothèse consiste à penser que les altérations mitochondriales observées, bien que causales 
dans la mort des cellules SK-N-BE, ne sont pas le reflet d’une ouverture du mPTP. Une 
inhibition des chaînes respiratoires et/ou une production accrue de radicaux libres pourraient 
en effet être responsables de nos observations et sont des mécanismes d’action potentiels du 
RO 5-4864 (Fig. 15). 

Figure 31: Deux inhibiteurs du mPTP, la cyclosporine A (CsA) et l'acide bongkrékique (BA) ne protègent 

ni les cellules Jurkat, ni les cellules SK-N-BE contre la toxicité du RO 5-4864. 
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7. La transfection de cellules Jurkat avec le PBR n’influence pas la nature de leur 

réponse au traitement par le RO 5-4864. 

Une autre façon d’expliquer la différence 
de réponse au RO 5-4864 existant entre 
les cellules Jurkat et SK-N-BE est la 
présence du PBR dans l’un de ces deux 
types cellulaires seulement. Nous avons 
donc étudié la toxicité du RO 5-4864 
dans une lignée de cellules Jurkat 
exprimant le PBR suite à une transfection 
stable (Fig. 32 A). Après traitement par 
le RO 5-4864, ces cellules se comportent 
de façon parfaitement identique à la 
lignée sauvage correspondante. Elles 
subissent en effet une toxicité dose 
dépendante (Fig 32 B) ainsi qu’une 

fragmentation internucléosomique de l’ADN témoignant d’une mort apoptotique (Fig. 32 C et 
D) et une activation des caspases-8 et -9 
(Fig. 32 E). Nous en concluons que le 
PBR n’est pas responsable de la 
différence de réponse au RO 5-4864 
observée entre les cellules Jurkat et SK-
N-BE. 

II.3. Conclusions 

Comme nous l’avons mentionné 
précédemment, au cours de cette partie de 

notre travail, nous avons formellement démontré que l’apoptose induite par certains ligands 
du PBR n’est pas liée à leur fixation sur ce récepteur. En outre, nous avons observé que le 
mécanisme de la mort induite par RO 5-4864 peut différer selon le type cellulaire étudié. 
Nous avons enfin montré que la présence du PBR n’influence en rien la nature de la mort 
induite par le RO 5-4864. 

A l’heure actuelle, nous ne connaissons pas le mécanisme par lequel cette molécule active la 
caspase 8 dans les cellules Jurkat. Nous pensons qu’il est indirect. Une explication élégante 
consiste à imaginer que le RO 5-4864 accroît la production de radicaux libres, ce qui peut 
induire l’expression de multiples gènes, dont celui du ligand de FAS, un des principaux 
activateurs de la caspase 8. Le facteur de transcription NFκB est responsable des 
modifications transcriptionelles induites par les radicaux libres (Fig. 34).  

Figure 32: Après exposition au RO 5-4864, les cellules 

Jurkat transfectées avec le PBR se comportent comme 

les cellules Jurkat sauvages. (B) Elles subissent une mort 

cellulaire dose-dépendante (C-D), une fragmentation 

internucléosomique de l’ADN comme en témoigne la 

positivité du marquage TUNEL et l’échelonnage des 

fragments d’AND après migration sur gel d’agarose 

ainsi qu’une activation des caspases -8, -3 et -9. 
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Figure 34 : Mécanisme d’action présumé du RO 5-4864 dans les 

cellules Jurkats. DR = Death Receptor. ROS = Reactive Oxygen 

Species.Explications dans le texte. 

L’hypothèse des radicaux 
libres est particulièrement 
séduisante. En effet, dans 
certains modèles de toxicité 
du TNFα, ils jouent un rôle 
important. En outre, lorsque 
la caspase 8 est inhibée ou 
absente, la mort induite par le 
TNFα, qui est habituellement 
de nature apoptotique, peut 
être convertie en nécrose. Ces 
observations ont fait naître 
une hypothèse selon laquelle 
les caspases pourrait jouer un 
rôle protecteur par rapport à la 
toxicité des radicaux libres. 

En leur absence, la production d’espèces réactives de l’oxygène en excès pourrait alors 
conduire à la nécrose100. L’intérêt de cette hypothèse par rapport à notre travail est l’absence 
d’expression de pro-caspase 8 par les cellules SK-N-BE qui pourrait être responsable d’un 

défaut de protection contre les 
espèces activées de l’oxygène. 
Dans ces cellules, le RO 5-
4864 déclencherait une 
augmentation de la production 
de radicaux libres telle qu’ils 
provoquent une atteinte 
directe de l’intégrité de la 
membrane mitochondriale et 
une mort nécrotique (Fig 33). 

 

A l’heure actuelle, la cible 
moléculaire du RO 5-4864 et 
des autres ligands du PBR qui 
est responsable du 

déclenchement de la mort cellulaire induite par ces agents reste inconnue. Il est même 
possible qu’elle diffère selon les molécules et selon les types cellulaires.

Figure 33: Mécanisme d'action présumé du RO 5-4864 dans les SK-

N-BE. DR = Death Receptor. ROS = Reactive Oxygen Species. 

Explications dans le texte. 
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Avant toute autre chose, ce travail illustre l’extraordinaire importance, complexité et diversité 
des phénomènes de mort cellulaire. Au cours de leur évolution, les organismes uni- et puis 
multicellulaires ont en effet été pourvus d’un nombre croissant de mécanismes moléculaires 
leur permettant de réguler la survie des cellules qui les constituent. Cette fonction de 
régulation semble d’abord avoir un rôle physiologique. Au même titre que la prolifération et 
la différenciation, la mort de cellules est, en effet, nécessaire au façonnement des organes 
chez l’embryon et le fœtus, à l’acquisition de la tolérance immunitaire, au renouvellement des 
tissus dans l’organisme adulte… Malheureusement, dans certaines circonstances, la 
machinerie qui est aux commandes de la mort cellulaire s’enraye et provoque des affections, 
entre autres, dysimmunes, néoplasiques ou encore neurodégénératives. Une meilleure 
compréhension des mécanismes impliqués dans diverses situations impliquant la mort 
cellulaire, devrait permettre de mieux comprendre la manière dont l’organisme se développe 
et donc, les anomalies pouvant survenir au cours de ce développement. Elle aiderait aussi à 
mieux contrôler certaines affections caractérisées par un excès de mort cellulaire, comme les 
maladies neurodégénératives, ou encore par un défaut de mort cellulaire, comme certaines 
maladies auto-immunes et tumorales. Le défi est toutefois très ambitieux. 

Il y a quelques années, dans le laboratoire, les propriétés neurotoxiques de la βCCB, un agent 
alors principalement connu comme effecteur allostérique négatif des récepteurs centraux des 
benzodiazépines, ont été pour la première fois mises en évidence. Les mécanismes 
moléculaires de cette toxicité nous ont paru intéressants à étudier parce que, d’une part, la 
βCCB a été isolée du système nerveux des mammifères à plusieurs reprises et que, d’autre 
part, sa structure moléculaire est similaire à celle de neurotoxines qui jouent probablement un 
rôle dans la dégénérescence des neurones dopaminergiques responsable de la maladie de 
Parkinson. Nos résultats suggèrent que la βCCB, suite à sa liaison à un récepteur 
intracellulaire, active la voie mitochondriale de l’apoptose. Compte tenu de sa capacité à se 
lier au récepteur central des benzodiazépines,  nous avons émis l’hypothèse que la βCCB 
pourrait également se fixer au récepteur périphérique des benzodiazépines, et que cette liaison 
pourrait être responsable de sa toxicité. Avant d’étudier spécifiquement la liaison de la βCCB 
au PBR, nous avons voulu clarifier le rôle de ce récepteur dans la régulation de la survie et de 
la mort cellulaire. Les données existant dans la littérature sont en effets contradictoires. Nos 
résultats démontrent que la toxicité de deux ligands pharmacologiques très utilisés du PBR est 
indépendante de leur liaison à ce récepteur. En outre, le Ro 5-4864 est capable d’induire la 
mort cellulaire, par apoptose ou par nécrose en fonction du type cellulaire. 

 

Ces données ouvrent plusieurs perspectives de recherches. Tout d’abord, il nous parait 
essentiel de mieux clarifier le rôle des agents neurotoxiques dans la physiopathologique des 
maladies neurologiques. L’étiologie de la plupart de ces affections, et plus particulièrement 
des maladies neurodégénératives, reste largement incomprise malgré les progrès effectués 
récemment. Pourtant, bien comprendre l’origine et les mécanismes de la mort des neurones 
est un pré-requis indispensable, si l’on veut, un jour, les protéger. Depuis la vie embryonnaire 
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jusqu’à la de la mort de l’individu, de très nombreux facteurs conditionnent la survie des 
neurones. 

Le rôle de certains gènes est très important, notamment pendant le développement du système 
nerveux. Au cours de cette période de la vie, l’activité mitotique conduit, en effet, à la 
formation d’un nombre excessif de cellules neuronales dont certaines seulement survivront 
jusqu’à l’âge adulte. Les autres sont éliminées en partie grâce à l’activation de cascades de 
morts par des mécanismes géniques179.  

Les facteurs neurotrophiques jouent également un rôle capital. Ils sont peuvent être produits 
par les neurones eux-mêmes, les cellules gliales, ou encore l’organe cible de l’innervation. 
Leur disponibilité est considérée comme un élément déterminant dans la régulation du 
nombre de neurones survivants. C’est par ce mécanisme que l’importance de l’innervation est 
adaptée à la taille de l’organe cible180.  

L’activité neuronale, de part la dépolarisation qu’elle provoque, régule aussi positivement la 
survie de nombreux types  neuronaux179.  

Intuitivement, on peut imaginer que les facteurs responsables de la mort prématurée de 
certaines populations neuronales - et de ses conséquences pathologiques - agissent à l’inverse 
de ceux qui conditionnent leur survie. Ainsi, l’expression inadéquate de certains gènes comme 
le précurseur de la protéine amyloïde, ou le gain de fonction de protéines mutées comme la 
superoxyde dismutase, sont respectivement impliqués dans la physiopathologie de la maladie 
d’Alzheimer181 et de la sclérose latérale amyotrophique182. La perte de fonction d’enzymes 
comme la Parkine et l’UCL-1 (Ubiquitine C-terminal Ligase L1), qui participent au recyclage 
et à la dégradation des protéines, est responsable de formes génétiques de la maladie de 
Parkinson103. Compte tenu du rôle important des facteurs neurotrophiques dans la survie des 
neurones et dans le maintien de leurs connexions synaptiques, un déficit quantitatif ou 
fonctionnel de ces facteurs est susceptible d’entraîner une augmentation de la mort neuronale. 
De nombreux travaux expérimentaux font d’ailleurs état d’une altération de la distribution et 
d’un déficit quantitatif en facteurs neurotrophiques dans les maladies neurodégénératives183. 
D’autres rapportent l’efficacité thérapeutique d’un apport exogène de facteurs 
neurotrophiques 184. A l’heure actuelle, il existe toutefois peu de données supportant un rôle 
causal d’un déficit en facteurs trophiques dans la physiopathologie de maladies 
neurologiques.  

L’exposition à des agents neurotoxiques est un autre élément potentiellement à l’origine de 
morts neuronales185. La recherche des substances neurotoxiques dans l’environnement, 
l’étude de leur formation, de leur distribution et de leur métabolisation dans l’organisme 
humain, ainsi que de leur mécanisme d’action, constitue donc un axe de recherche susceptible 
de contribuer à une meilleure compréhension des dégénérescences neuronales. C’est dans ce 
contexte que s’inscrit notre travail sur la βCCB. En outre, et à notre sens, l’étude du 
mécanisme d’action des agents neurotoxiques dépasse ce cadre. Elle est en effet susceptible 
de conduire à la découverte de nouveaux récepteurs et de nouvelles cascades biochimiques 
conduisant à la mort cellulaire, qui sont autant de cibles thérapeutiques potentielles. La 
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recherche de la cible moléculaire des agents neurotoxiques en général, et, dans le cadre de ce 
mémoire, de la βCCB, est donc un second objectif prioritaire. 

 

Notre travail sur la toxicité des ligands pharmacologiques du PBR illustre néanmoins la 
difficulté de ce type d’objectif, et met en exergue les limites inhérentes à une approche 
purement pharmacologique. Il remet en question la notion de spécificité des ligands 
pharmacologiques dont l’étude est exclusivement basée sur des expériences de liaison et de 
compétition. Nous avons en effet montré qu’il convient de s’assurer que la présence du 
récepteur présumé d’une molécule soit bien indispensable pour que ses effets biologiques 
aient lieu. Nos données incitent à rechercher un autre récepteur pour le Ro 5-4864 et le FGIN 
1-27, susceptible d’être en relation avec leur cytotoxicité. Compte tenu de la puissance et de la 
relative spécificité de la toxicité de ces agents vis-à-vis des cellules cancéreuses, ce récepteur 
pourrait constituer un outil pharmacologique important dans la recherche de nouveaux 
médicaments chimiothérapeutiques ou chimiosensibilisants148. 

En ce qui concerne le PBR lui-même, il reste, bien entendu, un récepteur particulièrement 
attractif. Son rôle éventuel dans la régulation de la perméabilité de la membrane 
mitochondriale, et donc de la survie cellulaire, doit néanmoins être reconsidéré. Nous savons 
que ce récepteur interagit avec des membres du mPTP comme le VDAC161. Il est très 
probable qu’il ait de nombreuses autres interactions protéiques, notamment avec les membres 
de la famille de Bcl-2. Identifier ces interactions, étudier leur évolution au cours de divers 
modes de perméabilisation de la membrane mitochondriale et, tenter ensuite de les manipuler, 
nous paraît une approche élégante pour mieux comprendre le rôle de ce récepteur afin 
d’éventuellement pouvoir l’exploiter dans une stratégie de cytototoxicité ou de 
cytoprotection. 

 

Enfin, la nature de la mort cellulaire induite par le Ro 5-4864, respectivement dans les 
cellules Jurkat et SK-N-BE renforce l’idée selon laquelle il existe autant de façons pour une 
cellule de mourir que de cascades biochimiques pouvant conduire à cette mort, réalisant un 
continuum entre les deux extrémités que constituent l’apoptose et la nécrose. A ce stade, nous 
ne pouvons que formuler des hypothèses pour expliquer que la mort cellulaire induite par un 
même agent cytotoxique peut être radicalement différente d’un type cellulaire à l’autre. Il est 
logique de penser que tout agent toxique agit, in fine, en rompant l’équilibre qui existe entre 
l’activation des mécanismes de mort et de survie cellulaire qui caractérise les cellules 
vivantes. A plusieurs reprises, nous avons illustré dans ce travail que, quel que soit l’objet de 
cette rupture, la cellule peut mettre en œuvre des dispositifs de compensation. Ainsi, la 
surproduction de radicaux libres peut être neutralisée par les systèmes de détoxification 
enzymatique, l’activation des caspases peut être endiguée par leurs inhibiteurs endogènes, le 
blocage des chaînes respiratoires peut être compensé par une augmentation de l’activité 
glycolytique… La nature de la mort cellulaire déclenchée par un agent agresseur va donc 
dépendre, d’une part, du mécanisme d’action de cet agent et, d’autre part, des capacités de la 
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cellule à compenser le déséquilibre qu’il induit. Ces capacités sont fonction des propriétés 
intrinsèques du type cellulaire concerné, mais aussi, du contexte dans lequel la cellule subit 
son agression. L’étude des capacités de réaction de certains types cellulaires, et en particulier 
neuronaux, à une agression, devrait aider à mieux comprendre leur vulnérabilité, et donc, les 
raisons qui conduisent à leur dégénérescence préférentielle dans certaines maladies.
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